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STRESZCZENIE

Schizofrenia stanowi znaczne obcigzenie dla pacjentéw, spoteczenstw oraz systemow
opieki zdrowotnej. Dostepne terapie w gtéwnej mierze tagodza jedynie objawy wytwdrcze
wywotujgc przy tym liczne skutki uboczne, a duza czes¢ pacjentdw wykazuje ograniczong
odpowiedZz na leczenie. Istnieje wiec silna potrzeba opracowania lekéw o nowym
mechanizmie dziatania. Cykliczne nukleotydy sg wazinym, wtérnym przekaznikiem
sygnatowym zaleznym od aktywacji biatek G, ktére s hydrolizowane przez fosfodiesterazy.
Fosfodiesteraza 10A (PDE10A) ulega selektywnej ekspresji w Srednich neuronach kolczastych
w prazkowiu i poprzez hydrolize zaréwno cAMP jak i cGMP wptywa na intensywnos$¢ i dtugosc
trwania przekaznictwa sygnatowego. Ze wzgledu na powigzanie szeregu schorzen o podtozu
psychiatrycznym i neurologicznym z zaburzeniami czynnosci prazkowia, zahamowanie
aktywnosci PDE10A stanowi potencjalny cel interwencji farmakologiczne;j.

Gtéwnym celem niniejsze]j pracy byta selekcja innowacyjnego, drobnoczgsteczkowego
inhibitora PDE10A oraz scharakteryzowanie go pod katem wfasciwosci farmakokinetycznych
i farmakodynamicznych.

W wyniku przeprowadzonych badan przesiewowych zidentyfikowano kandydata na
lek CPL500036. Testy enzymatyczne in vitro wykazaty, ze charakteryzuje sie on wysokg
aktywnoscia wzgledem PDE10A oraz selektywnos$cia wzgledem innego przedstawiciela
rodziny fosfodiesteraz. Dalsze badania pozwolity ustali¢, ze czgsteczka ta jest stabilna
metabolicznie, a po podaniu dozotgdkowym u szczuréw wykazuje biodostepnos¢ ustrojowa,
penetruje bariere krew-mdzg a w prazkowiu prowadzi do zwiekszonej fosforylacji GluR1.
W drugiej czesci pracy szczegétowo scharakteryzowano CPL500036. Podania dozylne
i dozotgdkowe u szczuréw pozwolity na okreslenie parametréw farmakokinetycznych zwigzku
potwierdzajgc jego wysokg biodostepnos¢, dawkozalezng ekspozycje i dobrg penetracje
mozgu. Zaobserwowano réwniez wzrost stezenia cyklicznych nukleotydédw oraz wzrost
ekspresji gendw wczesnej odpowiedzi in vivo w prgzkowiu szczurdw, ktérym podano inhibitor
PDE10A, bez towarzyszacych im zmian w innych strukturach mézgu.

Podsumowujgc, opisano nowy i innowacyjny inhibitor PDE10A o obiecujgcych
wiasciwosciach farmakologicznych. Charakterystyka CPL500036 pozwala na kontynuowanie
badan przedklinicznych i klinicznych nad tg czasteczkg jako nowa terapiag w chorobach

zwigzanych z jgdrami podstawnymi, w tym schizofrenia.



ABSTRACT

Schizophrenia still remains a significant burden on patients, societies and healthcare
systems. Current therapies focus mainly on alleviating only the positive symptoms, and, at the
same time, cause numerous side effects. Furthermore, a large number of patients doesn’t
respond to the treatment. Due to that there is a strong medical need to develop innovative
drugs with a new mechanism of action. Cyclic nucleotides are an important secondary
messenger dependent on the activation of G proteins that are hydrolysed by
phosphodiesterases. Phosphodiesterase 10A (PDE10A) is selectively expressed in medium
spiny neurons in the striatum where it affects the intensity and duration of signalling through
the regulation of cAMP and cGMP concentration. As schizophrenia and many other psychiatric
and neurological disorders are linked to striatum and disturbances of its circuits, the inhibition
of PDE10A activity is considered as an potential therapeutic approach.

The main aim of this study was to identify an innovative, low-molecular-weight
PDE10A inhibitor and to characterize its pharmacokinetic and pharmacodynamic properties.

The lead molecule CPL500036 was selected based on the results of screening assays.
The identified compound was by highly active towards PDE10A and selective against another
member of the phosphodiesterase family as determined by in vitro enzymatic assays.
CPL500036 was shown to be metabolically stable and further studies have confirmed that it is
characterized by high oral bioavailability and good penetration of the blood-brain barrier in
rats. Additionally, the administration of CPL500036 led to increased phosphorylation of GluR1
in the rats’ striatum. In the second part of this thesis, a set of in vivo pharmacokinetic and
pharmacodynamic experiments was performed in rats aiming at further characterisation of
CPL500036. Intravenous and intragastric administrations allowed to determine
the pharmacokinetic parameters confirming high bioavailability, dose-dependent exposure
and good penetration into the brain. CPL500036 administration in rats resulted in an increase
in the concentration of cyclic nucleotides and in the induction of expression of early response
genes. Both effects were observed selectively in the striatum.

In conclusion, a novel, innovative PDE10A inhibitor with promising pharmacological
properties has been identified. Characteristics of CPL500036 allows for the continuation of
preclinical and clinical development of the molecule as a new potential therapy in diseases

related to the basal ganglia, including schizophrenia.



WYKAZ SKROTOW

5-HT2A — (ang. hydroxytryptamine receptor type 2A) - receptor serotoninowy typu 2A
A2A —receptor adenozynowy typu 2A
AC — (ang. adenylyl cyclase) — cyklaza adenylowa

ADME - (ang. absorption, distribution, metabolism, excretion) - wchtanianie, dystrybucja,
metabolizm, wydalanie

AKAP — (ang. A kinase anchoring protein) — biatko kotwiczgce kinaze A

AMPA — kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolopropionowy

ANOVA - (ang. analysis of variance) — analiza wariancji

AP-1 — (ang. activator protein 1) — czynnik transkrypcyjny, heterodimer w okreslonych
warunkach ztozony z biatka c-Fos i biatka z rodziny Jun

ARC — (ang. activity-dependent cytoskeleton associated protein) — Neuronalne biatko ARC
AUC - (ang. area under curve) — pole powierzchni pod krzywa

BCA — (ang. bicinchionic acid) — kwas bicinchionowy

B/P — (ang. brain to plasma) — stosunek stezenia w mdzgu do stezenia w osoczu

BSA — (ang. bovine serum albumin) — albumina surowicy bydlecej

cAMP - 3’,5’-cykliczny monofosforan adenozynowy

cDNA - (ang. complementary DNA) — komplementarny DNA

c-Fos - (ang. FBJ osteosarcoma protooncogene) — biatko c-Fos

cGMP - 3’,5’-cykliczny monofosforan guanylowy

CHRM4 — (ang. muscarinic acetylcholine receptor M4) — receptor muskarynowy typu 4
Clint — klirens wewnetrzny

Cliot — klirens catkowity

Cmax — stezenie maksymalne

CNG - (ang. cyclic nucleotide—gated ion channels) — kanat jonowy aktywowany przez cykliczne
nukleotydy

CpO — stezenie poczatkowe

CREB — (ang. cCAMP response element-binding protein) — biatko wigzace sie do sekwencji CRE
D1 —receptor dopaminowy typu 1

D2 — receptor dopaminowy typu 2

DARPP-32 (ang. dopamine- and cAMP-regulated neuronal phosphoprotein) — biatko
regulowane przez dopamine i cCAMP

DMSO — dimetylosulfotlenek



EDTA — kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGR-1 — (ang. early growth response protein 1) — biatkowy czynnik odpowiedzi na wczesny
wzrost 1

ELISA — (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) — test immunoenzymatyczny

EPAC — (ang. exchange protein activated by cAMP) — biatkowy czynnik wymiany nukleotyddéw
guaninowych aktywowany przez cAMP

ERK (ang. extracellular signal-regulated kinase) — kinaza regulowana przez czynniki
zewnatrzkomorkowe

F — biodostepnos¢
GABA — (ang. y-aminobutyric acid) — kwas y-aminomastowy
GC - (ang. guanyl cyclase) — cyklaza guanylowa

GIuR1l - (ang. amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid receptor, glutamate
receptor 1) — podjednostka 1 receptora glutaminianu

GPe — (tac. globus palidal external) — gatka blada zewnetrzna

GPi/SNpr — (fac. globus palidus internal/substantia nigra pars reticulata) — gatka blada
przysrodkowa, istota czarna czes¢ siateczkowata

HRP — (ang. horseradish peroxidase) — peroksydaza chrzanowa

ICs0 — (ang. half-maximal inhibitory concentration) - stezenia zwigzku, przy ktérym aktywnos¢
enzymu jest hamowana w pofowie

IEG — (ang. immediate early genes) — geny wczesnej odpowiedzi

iv— (ang. intravenous) — dozylnie

kel — stata eliminacji

Km — stata Michaelisa-Menten

LC-MS — chromatografia cieczowa sprzezona ze spektrometrig mas

L-DOPA — (ang. L-3,4-dihydroxyphenylalanine) — L-3,4-dihydroksyfenyloalanina, lewodopa
MMP-9 (ang. matrix metalloproteinase 9) — metaloproteaza 9 macierzy zewngtrzkomoérkowej
MPO — (ang. multiparameter optimization) — wieloparametrowa optymalizacja

MSK1/2 — (ang. mitogen- and stress-activated kinases 1 and 2) — kinaza aktywowana
mitogenami i stresem 1i2

MSN — (ang. medium spiny neurons) — $rednie neurony kolczaste

m/z — stosunek masy do tadunku

NAcc — (tac. nucleus accumbens) — jadro pétlezace

NMDA — kwas N-metylo-D-asparaginowy

NO —tlenek azotu

nNOS — (ang. neronal nitric oxide synthase) — neuronalna syntaza tlenku azotu

NPAS4 — (ang. Neuronal PAS Domain Protein 4) — neuronalne biatko domeny PAS4
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NR2B — (ang. N-methyl D-aspartate receptor subtype 2B) — podjednostka NR2B receptora
NMDA

PSD95 — (ang. postsynaptic density protein 95) — biatko gestosci postsynaptycznej 95

RASGRP2 — (ang. RAS guanyl-releasing protein 2) — biatko uwalniajgce nukleotydy guanylowe
z biatka RAS

RPS6 — (ang. ribosomal protein S6) — biatko rybosomalne S6

gRT-PCR — (ang. quantitative real-time mpolymerase chain reaction) — ilosciowa taricuchowa
reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym

PBS — (ang. phosphate buffered saline) — sél fizjologiczna buforowany fosforanem

PDE — (ang. phosphodiesterase) — fosfodiestereza

PKA — (ang. protein kinase A) — kinaza biatkowa A

PKG — (ang. protein kinase G) — kinaza biatkowa G

po — (tac. per os) — dozotadkowo

PP1 - (ang. protein phosphatase 1) — fosfataza biatkowa 1

PP2A — (ang. protein phosphatese 2A) — fosfataza biatkowa 2A

RSK1/2 — (ang. ribosomal S6 kinase 1 and 2) — rybosomalna kinaza S6 1i 2

S6K — (ang. S6 kinase) — kinaza biatka S6

SD — (ang. standard deviation) — odchylenie standardowe

SDS — (ang. sodium dodecyl! sulphate) — dodecylosiarczan sodu

SDS-PAGE — (ang. SDS-poliacrylamide gel electrophoresis) — elektroforeza biatek w zelu
poliakryloamidowym, prowadzona w warunkach denaturujgcych

STN — (fac. subthalamus nucleus) — jadro niskowzgdérzowe

ty, — czas potowicznej eliminacji

TCA — kwas trichlorooctowy

TIMP-1 — (ang. tissue inhibitor of metalloproteinases 1) tkankowy inhibitor metaloproteaz 1
tmax— Czas osiggniecia stezenia maksymalnego

TBS — (ang. Tris-buffered saline) — sol fizjologiczna buforowana za pomocg Tris

TBS-T — (ang. Tris-buffered saline — Tween) sél fizjologiczna buforowana za pomocg Tris z
Tween 20

Tris — 2-amino-2-hydroksymetylo-propanodiol

Vb — objetosc¢ dystrybucji
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WSTEP

1 WSTEP

1.1 Schizofrenia

Schizofrenia nalezy do jednych z najpowazniejszych i najbardziej stygmatyzujgcych
schorzen ukfadu nerwowego, charakteryzujacych sie wystepowaniem objawow
psychotycznych, zaburzeniami myslenia i postrzegania. Symptomy choroby mozna podzieli¢
na grupy objawdéw pozytywnych, negatywnych oraz poznawczych (Kahn i in., 2015; Gatecki i
Szulc, 2018). Objawy pozytywne, tak zwane wytwodrcze, obejmujg urojenia, halucynacje, gtosy
omamowe, echo mysli. Objawy negatywne wynikajg z ograniczonych czynnosci i aktywnosci
psychicznych manifestujgcych sie w postaci stepienia uczuciowego, awolicji, alogii, apatii lub
anhedonii. Trzecig grupe symptomow tworzg objawy poznawcze, do ktérych zalicza sie miedzy
innymi problemy z koncentracjg, pamiecig krotko- i dtugotrwatg, funkcjami wykonawczymi
czy szybkoscig procesowania (van Os i Kapur, 2009).

Szacuje sie, ze aktualnie na schizofrenie choruje 20 milionéw ludzi na $wiecie (James i
in., 2018). W Polsce liczba 0séb ze zdiagnozowang schizofrenig wynosi okoto 185 tysiecy oséb
(Narodowy Fundusz Zdrowia, 2018). Epidemiologia schizofrenii pozostaje niezmienna
na przestrzeni lat (Jablensky, 1999). Chorobowos¢ wynosi 0,3-0,66 przypadkow na 1000 oséb,
natomiast zapadalnos¢ to 15,2 przypadkédw na 100 000 osdb na rok. Ze wzgledu na liczne
negatywne skutki spoteczne i ekonomiczne schizofrenii, choroba ta nalezy do jednych
z najbardziej kosztownych na swiecie, a przyktadowo w Europie jej koszty szacuje sie na kwote
prawie 94 miliardéw Euro rocznie (Howes i in., 2015).

Podstawowa metodga leczenia schizofrenii sg srodki farmakologiczne. Chorzy maja
do dyspozycji leki antypsychotyczne pierwszej generacji — tzw. neuroleptyki typowe, oraz
drugiej generacji — tzw. neuroleptyki atypowe. Mechanizm dziatania lekéw
antypsychotycznych pierwszej generacji, do ktérych nalezg haloperidol czy chlorpromazyna,
opiera sie na antagonizmie do receptora dopaminowego typu 2 (D2). Druga generacja lekéw
to substancje oddziatujagce z wieloma receptorami jednoczednie, ze szczegdlnym
uwzglednieniem receptora serotoninowego typu 2A (5-HT2A) oraz receptora D2. Do tej grupy
lekdéw zalicza sie m.in. klozapineg, rysperydon, olanzapine czy lurazydon. Obie dostepne grupy
lekéw majg jednak szereg ograniczen (Jaeschke i in., 2016). 20-30% pacjentow wykazuje brak
odpowiedzi a kolejne 30% jedynie umiarkowang odpowiedz na zastosowane leczenie (Steeds

i in., 2015). Dodatkowo leki pierwszej generacji, poprzez wysokg efektywng blokade
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receptorow D2 powodujg czesto niepozgdane efekty uboczne w postaci efektow
pozapiramidowych (np. katalepsji) czy hiperprolaktynemii (Huhn i in., 2019). Leki drugiej
generacji powstaty gtéwnie w odpowiedzi na potrzebe ograniczenia wspomnianych skutkéw
ubocznych i cho¢ w mniejszym stopniu powodujg polekowe efekty pozapiramidowe, ich
zastosowanie wigze sie czesto z pojawieniem sie syndromu metabolicznego, na ktéry sktadaja
sie cukrzyca, nadwaga i dyslipidemia (Pillinger i in., 2020). Dla przedstawicieli obu klas lekéw
obserwuje sie rowniez niepozadany wptyw na uktad sercowo-naczyniowy, m.in. poprzez
wydtuzenie odcinka QT w zapisie elektrokardiograficznym, co moze prowadzic¢
do zagrazajacych zyciu zaburzen rytmu serca (Krebs i in., 2006). Wybrane neuroleptyki moga
takze prowadzi¢ do leukopenii czy agranulocytozy. Lekoopornos¢ oraz efekty niepozgdane
skutkujg nieprzestrzeganiem zalecen dotyczacych terapii az 50% pacjentow (Flanagan i Dunk,
2008). Ponadto dostepne aktualnie terapie wptywajg przede wszystkim na objawy pozytywne
w schizofrenii nie wywierajgc lub majgc bardzo ograniczony efekt na domene negatywna
i poznawczy, a przede wszystkim te grupy objawdéw wykluczajg samodzielne funkcjonowanie
pacjenta (Szulc i Samochowiec, 2019).

Podsumowujac, istnieje silne zapotrzebowanie na opracowanie lekdw o nowym
mechanizmie dziatania w terapii schizofrenii, ktére moglyby znaleié¢ zastosowanie
w przypadku pacjentéw nieodpowiadajacych na dotychczasowe leczenie, a takze skuteczniej

odwracatyby objawy negatywne i poznawcze oraz wywotywaty mniej efektéw niepozgdanych.

1.2 Hipoteza dopaminowa i glutaminianowa jako podtoze molekularne

schizofrenii

Dwie wiodgce hipotezy dotyczgce patofizjologii schizofrenii to hipoteza dopaminowa
oraz glutaminianowa (Howes i Murray, 2014; McCutcheon i in., 2020). Teoria oparta
na nadmiernym stezeniu dopaminy zostata sformutowana w latach 70-tych ubiegtego wieku
i opierata sie na obserwacji, iz antagonisci receptoréw D2 dziatajg antypsychotycznie (Andén
iin., 1970) oraz ze amfetamina, ktéra prowadzi do wzrostu dopaminy w szczelinach
synaptycznych, moze powodowaé objawy psychozy odpowiadajgce tym wystepujgcym
w schizofrenii (Bell, 1973). Najnowsze badania wykazaty, ze dysfunkcja przekaZnictwa
dopaminowego wynika z nadmiernej syntezy dopaminy, jej uwalniania i zwiekszonego
stezenia w szczelinach synaptycznych, natomiast nie koreluje ze zmianami w ekspres;ji

receptora D2 czy dostepnosci transportera dopaminy (Howes i in., 2012).
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W warunkach fizjologicznych dopamina posredniczy w przypisywaniu odpowiedniej
istotnosci otrzymywanym bodZzcom, nie jest natomiast odpowiedzialna za kreowanie tego
procesu. W warunkach patologicznych — podczas psychozy, bedacej jednym z symptomow
schizofrenii, dochodzi do uwalniania nadmiernej ilosci dopaminy niezaleznie od bodzca.
To nieprawidtowe przekaznictwo dopaminergiczne prowadzi do fatszywego przypisania
istotnosci bodzcom czy obiektom, ktdre w innych warunkach bytyby ignorowane (Kapur,
2003). Rozwdj psychozy trwa wiele lat, prowadzgc do umacniania i nadawania kontekstu
urojeniom czy halucynacjom. Ten proces zwigzany jest rowniez z samoistnym utrzymywaniem
sie nieprawidtowej aktywnosci dopaminergicznej, w ktérej btednie przypisanie istotnosci
nieodpowiednim bodZzcom prowadzi do ciggtej stymulacji uktadu dopaminergicznego
(Saunders i in., 2018).

Strukturg mozgu, ktdéra odgrywa centralng role w procesowaniu przekaznictwa
dopaminergicznego, jest prgzkowie. Postepy w technikach obrazowania uktadu nerwowego
pozwolity wykazaé, ze najsilniejsze zmiany zwigzane z dysfunkcjg dopaminy obserwuje sie
w prazkowiu grzbietowo-przysrodkowym (prazkowie asocjacyjne), ktdre odpowiada za wyzsze
procesy poznawcze oraz ich wykonywanie (Kegeles i in., 2010; McCutcheon i in., 2018).
Dysfunkcja przekaznictwa dopaminergicznego w prazkowiu odpowiedzialna jest réwniez za
dalsze symptomy schizofrenii takie jak poczucie braku sprawczosci, echo mysli czy urojenia
stuchowe (McCutcheon i in., 2019). Ponadto, w schizofrenii obserwuje sie zmniejszong liczbe
potaczen nerwowych pomiedzy korg mézgowa a grzbietowo-przysrodkowaq czescig prazkowia
(Fornito i in., 2013). Postuluje sie, ze ta nieprawidtowos¢ prowadzi do zaburzenia procesow
myslowych, emocjonalnych oraz zachowan skutkujgc m.in. nieodpowiednim afektem.

Nadmierna aktywnos$¢ dopaminergiczna jest rowniez taczona z pozostatymi grupami
objawdw: negatywnymi i poznawczymi. Szereg badan wykazat, ze objawy negatywne moga
wynikaé z dysfunkcji uktadu nagrody, ktérego gtéwng komponentg jest dopamina (Haber i
Knutson, 2010; Strauss i in., 2011; Gold i in., 2012; Maia i Frank, 2017). Postuluje sie réwniez,
ze zmniejszone  uwalnianie  dopaminy w  korze  mdzgowej wynika¢é moze
z nadmiernego stezenia dopaminy w prgzkowiu (Simpson i in., 2010). Prowadzi to do zaburzen
poznawczych, ktére majg charakter dtugotrwaty i utrzymujg sie nawet po unormowaniu
funkcji dopaminy w prazkowiu (Howes i Murray, 2014).

Nie wszystkie pytania zwigzane z mechanizmem powstawania symptomodw

negatywnych i poznawczych czy zmianami w strukturze mdézgu obserwowanymi w czasie
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choroby znajdujg swojg odpowiedZ w oparciu jedynie o role dopaminy w etiopatologii
schizofrenii. Hipoteza wskazujgca na role glutaminianu i jego receptora N-metylo-D-
asparaginowego (NMDA) w przebiegu schizofrenii zostata sformutowana w latach 90-tych
ubiegtego wieku (Olney i Farber, 1995). Opierata sie na obserwacji, ze podanie antagonistow
receptora NMDA (np. fencyklidyny i ketaminy) powoduje objawy silnie przypominajgce
te wystepujace w schizofrenii: halucynacje, urojenia, zaburzenia mysli, a co najwazniejsze,
réwniez symptomy negatywne (Krystal i in., 1994). Ponadto zaobserwowano, ze podanie
antagonistow receptora NMDA skutkuje zmianami neurodegeneracyjnymi w korze mézgowej
pokrywajgcymi sie z tymi obserwowanymi w schizofrenii, ktére moga prowadzi¢
do powstawania symptomow schizofrenii (Olney i Farber, 1995).

W zwigzku z powyzszym, opracowanie innowacyjnych lekdw o nowym mechanizmie
dziatania opartym o regulacje sciezek sygnatowych zaleznych od sygnatéw dopaminergicznych
i glutaminianergicznych moze stanowi¢ skuteczne podejscie terapeutyczne w leczeniu

schizofrenii.

1.3 Prazkowie
1.3.1 Budowa prazkowia

Prazkowie jest strukturg, ktéra w gtéwnej mierze integruje i procesuje sygnaty
dopaminergiczne pochodzace z istoty czarnej i pola brzusznego nakrywki oraz sygnaty
glutaminianergicze z kory moézgowej (Surmeier i in., 2007). Prazkowie jest czescig jader
podstawnych, w ktdrych sktad wchodzg réwniez takie struktury jak gatka blada, istota czarna
oraz jadro niskowzgdrzowe. Jadra podstawne sg odpowiedzialne za selekcje, koordynowanie
i przekazywanie sygnatéw otrzymywanych z kory modzgowej dotyczacych m.in. ruchoéw,
istotnosci otrzymywanych informacji czy tez funkcji poznawczych. Powyzszy proces mozna
przyrowna¢ do filtrowania otrzymanych bodzcéw, ktére s modulowane na podstawie
informac;ji kontekstowych i w efekcie przypisywany im jest odpowiedni poziom istotnosci
(Hunnicutt i in., 2016). Mimo braku wyraznych réznic anatomicznych w budowie prazkowia,
projekcje korowo-prazkowe pozwalajg podzielic te strukture na trzy czesci: brzuszng —
limbiczng, grzbietowo-przysrodkowa — asocjacyjng oraz grzbietowo-boczng -
sensomotoryczng (Alexander i Crutcher, 1990).

Neurony w czesci sensomotorycznej i asocjacyjnej prgzkowia mogg by¢ stymulowane
przez neurony dopaminergiczne istoty czarnej, natomiast neurony w czesci brzusznej
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prazkowa stymulowane sg przez neurony pola brzusznego nakrywki. Schemat potaczen

pomiedzy prazkowiem a srédmdzgowiem u naczelnych i gryzoni, mimo réznic anatomicznych,

przebiega w podobny sposéb (Rycina 1).
A B

Naczelne

Gryzonie

3zkowie
rzuszne

Pr.
b

Rycina 1 Schemat potaczen nerwowych prazkowia ze sr6dmodzgowiem u naczelnych i gryzoni A) U naczelnych
pole brzuszne nakrywki unerwia cze$¢ brzuszng prazkowia. Czes¢ grzbietowo-przysrodkowa istoty czarnej
unerwia cze$¢ grzbietowo-przysrodkowg prazkowia (prazkowie asocjacyjne). Istota czarna brzuszno-boczna
unerwia natomiast cze$¢ sensomotoryczng prazkowia. B) Cze$¢ przysrodkowa pola brzusznego nakrywki, ktére
jest proporcjonalnie wieksze u gryzoni niz u naczelnych, unerwia skorupe, natomiast czes¢ srodkowa rdzen jadra
pétlezgcego. Region homologiczny do asocjacyjnej czesci prazkowia u naczelnych jest unerwiany przez czes¢
grzbietowaq pola brzusznego nakrywki oraz przez istote czarng. NAcc — jadro pétlezace (tac. nucleus accumbens).
Na podstawie McCutcheon i in., 2019.
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1.3.2 Srednie neurony kolczaste

Prazkowie zbudowane jest przede wszystkim z GABAergicznych $rednich neuronéw
kolczastych (ang. medium spiny neurons, MSN) stanowigcych ponad 90% neuronow
w prazkowiu. Pozostata grupe stanowig interneurony: GABAergiczne i cholinergiczne
(Kreitzer, 2009). Srednie neurony kolczaste dziela sie na dwie grupy, ktére tworzg dwie $ciezki
projekcji do dalszych jgder podstawy (Rycina 2) (Nishi i Snyder, 2010). Neurony budujace tzw.
Sciezke bezposrednig majg projekcje do czesci wewnetrznej gatki bladej oraz do istoty czarne;j
siateczkowatej, ktdre kolejno posiadajg GABAergiczne potgczenie do wzgdrza pobudzajgcego
kore za pomocg synaps glutaminianergicznych. Aktywacja srednich neuronéw kolczastych w
tej Sciezce powoduje zahamowanie aktywnosci neurondw w gatce bladej i istocie czarnej, co
prowadzi do braku sygnatu hamujgcego do wzgdrza, uzyskujgc pobudzajgcy efekt w korze
mozgowej. Natomiast w sciezce posredniej srednie neurony kolczaste posiadajg projekcje do
czesci zewnetrznej gatki bladej, ktora na drodze potgczen GABAergicznych hamuje jadro
niskowzgérzowe, ktore z kolei pobudza czes¢ wewnetrzng gatki bladej oraz istote czarng
siateczkowatg ostatecznie zmniejszajagc aktywno$¢ wzgorza, ktére nie pobudza kory
mozgowej. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze wyrazny podziat na sciezke posrednig i bezposrednig
nie dotyczy neuronéw zlokalizowanych w brzusznej czesci prazkowia (Smith, Lobo i in., 2013).
Srednie neurony kolczaste w obu $ciezkach nie tylko réznig sie unerwieniem struktur, ale
i charakterystyka biochemiczng i funkcjonalng, pozwalajacg im na odmienne procesowanie
otrzymywanych bodzcéw (Castro i in., 2013). W S$rednich neuronach kolczastych Sciezki
bezposredniej specyficznej ekspresji ulegajg receptory dopaminowe typu 1 (D1), receptory
muskarynowe typu 4 (CHRM4) oraz neuropeptydy: substancja P oraz dynorfina (Gerfen i in.,
1990; Gerfen i Surmeier, 2011). Natomiast w neuronach $ciezki posredniej ekspresji ulegajg
receptory D2, receptory adenozynowe A2A jak i neuropeptyd enkafalina (Gerfen i in., 1990;

Gerfen i Surmeier, 2011).
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Kora mézgowa

13

ueluiwelnj

glutaminian glutaminian

Sciezka Sciezka
posrednia bezposrednia

GABA g
czarna GABA
J— GABA L —1_GABA
glutaminian i
STN e GPi/SNpr

Rycina 2 Sciezki posrednia i bezposrednia w prazkowiu procesujg sygnaty w przeciwstawny sposéb. Srednie
neurony kolczaste budujgce tzw. Sciezke bezposrednig unerwiajac czes¢ wewnetrzng gatki bladej oraz istote
czarng siateczkowatg (tac. globus palidus internal/substantia nigra pars reticulata, GPi/SNpr), ktére kolejno
posiadajg GABAergiczne potgczenie do wzgdrza pobudzajacego kore za pomocg synaps glutaminianergicznych.
Aktywacja $rednich neurondéw kolczastych w tej Sciezce powoduje zahamowanie neuronéw w gatce bladej
i istocie czarnej, co prowadzi do braku sygnatu hamujgcego do wzgdrza, uzyskujgc pobudzajgcy efekt w korze
mozgowej. Aktywacja receptorow D1 (D1), ulegajgcych ekspresji w Srednich neuronach kolczastych sciezki
bezposredniej, powoduje wzrost aktywnosci cyklazy adenylowej (AC). Natomiast w $ciezce posredniej Srednie
neurony kolczaste unerwiajg czesci zewnetrzne gatki bladej (tac. globus palidal external, GPe), ktéra na drodze
potaczen GABAergicznych hamuje jadro niskowzgoérzowe (tac. subthalamus nucleus, STN), ktére z kolei moze
pobudzad czes¢ wewnetrzng gatki bladej oraz istote czarng siateczkowatg. W efekcie aktywacja $ciezki posredniej
skutkuje zmniejszeniem aktywnosci wzgdrza, ktore nie pobudza kory mdzgowej. Pobudzenie receptoréw D2 (D2),
ulegajacych ekspresji w srednich neuronach kolczastych $ciezki posredniej, hamuje aktywnos¢ cyklazy
adenylowej. Na podstawie Nishi i Snyder, 2010.
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1.3.3 Kaskada sygnatowa zalezna od dopaminy i cyklicznych nukleotydow

Receptory D1 sprzezone s3g ze stymulujacg podjednostka o biatka G (Gasyolf),
co w przypadku aktywacji receptoréw D1 prowadzi do wyzszej aktywnosci cyklazy adenylowej
(ang. adenylyl cyclase, AC) (Corvol i in., 2001). Odwrotna sytuacja wystepuje w neuronach
Sciezki posredniej, w ktdrej receptory D2 sprzezone sg z hamujgcg podjednostkg a biatka G
(Gaiyo). Aktywacja tych receptoréw prowadzi do zahamowania aktywnosci cyklazy adenylowej.
W ten sposéb uwolnienie dopaminy skutkuje zwiekszonym stezeniem 3’,5’-cyklicznego
monofosforanu adenozynowego (cAMP) w neuronach $ciezki bezposredniej, aktywujac je,
w przeciwienstwie do neuronéw Sciezki posredniej, gdzie poprzez nizszg synteze cAMP,
dochodzi do zmniejszonej aktywnosci neuronéw.

Dopamina ma roéwniez wplyw na synteze 3’,5'-cyklicznego monofosforanu
guanylowego (cGMP) (West i Tseng, 2011). W przeciwienstwie do cAMP, w regulacji stezenia
cGMP biorg udziat interneurony. Za synteze cGMP odpowiedzialna jest cyklaza guanylowa
(ang. guanyl cyclase, GC), ktdra stymulowana jest przez tlenek azotu (ang. nitric oxide, NO).
NO powstaje w gtdwnej mierze w wyniku syntezy przez neuronalng syntaze tlenku azotu (ang.
neronal nitric oxide synthase, nNOS), ktéra ulegajg ekspresji w interneuronach. Dyfuzja NO do
Srednich neurondéw kolczastych powoduje aktywacje GC i synteze cGMP (West i Tseng, 2011).
Wykazano rowniez wplyw receptoréw dopaminowych na aktywnos¢ GC. Stymulacja
receptorow D1 powoduje wzrost stezenia cGMP, natomiast antagonizowanie ich dziaftania
powoduje spadek stezenia cGMP w prazkowiu (Sammut i in., 2006). Sytuacja w przypadku
receptorow D2 ksztattuje sie odwrotnie - w przypadku antagonizowania ich dziatania stezenie
cGMP wzrasta (Sammut i in., 2007). Stymulowanie receptoréw D2 nie prowadzi jednak do
zmian poziomu tego przekaznika komorkowego (Altar i in., 1990).

Kaskada sygnatowa zalezna od cyklicznych nukleotyddéw, indukowana przez dopamine
w MSN, jest czeScig tzw. wolnej transmisji synaptycznej, ktérej efekty trwajg od setek
milisekund do godzin prowadzac do dtugofalowej adaptacji procesow komorkowych
do zmieniajgcych sie warunkow (Greengard, 2001). Zwiekszone stezenia cAMP oraz cGMP
regulujg aktywnos¢ szeregu biatek efektorowych w tym przede wszystkim kinazy biatkowej A
(ang. protein kinase A, PKA) i kinazy biatkowej G (ang. protein kinase G, PKG) jak i réwniez

biatkowego czynnika wymiany nukleotyddw guaninowych aktywowany przez cAMP (ang.
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exchange protein activated by cAMP, EPAC) czy kanatéw jonowych aktywowanych przez
cykliczne nukleotydy (ang. cyclic nucleotide—gated ion channel, CNG).

PKA i PKG sg kluczowymi elementami w transdukcji sygnatu zaleznego od cyklicznych
nukleotydéw. Ich aktywacja nastepuje poprzez oddysocjowanie podjednostek
regulatorowych w odpowiedzi na wysokie stezenie cAMP i cGMP. Uwolnione jednostki
katalityczne fosforylujg szereg substratow biatkowych. W Srednich neuronach kolczastych do
kluczowych naleza: DARPP-32 (ang. dopamine- and cAMP-regulated neuronal
phosphoprotein), PP2A (ang. protein phosphatese 2A), CREB (ang. cAMP response element-
binding protein), podjednostka receptora AMPA — GIuR1 (ang. amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid receptor, glutamate receptor 1), a takze podjednostka receptora
NMDA — NR2B (ang. N-methyl D-aspartate receptor subtype 2B), RASGRP2 (ang. RAS guanyl-
releasing protein 2) czy RPS6 (ang. ribosomal protein S6) (Greengard i in., 1999; Nagai i in.,
2016).

DARPP-32 ulega wysokiej ekspresji w $rednich neuronach kolczastych prazkowia
nalezgc do najwazniejszych substratow PKA i PKG oraz petni centralng role w Scieice
sygnatowej opartej na cyklicznych nukleotydach (Ouimet i in., 1998; Fernandez i in., 2006).
PKA i PKG fosforylujg DARPP-32 na treoninie w pozycji 34, co w efekcie silnie hamuje
aktywnosc fosfatazy biatkowej 1 (ang. protein phosphatase 1, PP1). PP1 jest przedstawicielem
fosfataz serynowo-treoninowych i posiada bardzo szeroki zakres specyficznosci substratowej
wliczajac to w biatka fosforylowane przez PKA oraz PKG. Do jej substratow nalezg kanaty
jonotropowe (np. receptor AMPA oraz NMDA), kanaty jonowe bramkowane napieciem,
pompy jonowo-potasowe, kanaty wapniowe czy czynniki transkrypcyjne (takie jak biatko
CREB) (Greengard i in., 1999). Inhibicja PP1 przez DARPP-32 poteguje efekty aktywowanych
PKA oraz PKG (Hemmings i in., 1984).

DARPP-32 moze réwniez ulegac translokacji do jadra w efekcie defosforylacji seryny w
pozycji 97 przez PP2A. W jagdrze DARPP-32 fosforyluje histon H3 (Stipanovich i in., 2008), ktory
oddysocjowuje od heterochromatyny rozluzniajgc jej strukture i umozliwiajgc transkrypcje
wybranych gendw (Johansen i Johansen, 2006).

Ten proces jest wzmacniany w przypadku réwnoczesnej stymulacji receptora
glutaminianu NMDA oraz receptora dopaminowego D1. Aktywacja receptora NMDA skutkuje
naptywem jondw wapnia i dalszg aktywacjg sciezki sygnatowej opartej na RAS/RAF/MEK

i fosforylacji ERK. Wraz z aktywnoscig PKA oraz zahamowaniem PP1 prowadzi to akumulacji
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ufosforylowanego ERK w jadrze. Skutkuje to aktywowaniem szeregu kinaz w tym:
rybosomalnej kinazy S6 1i 2 (ang. ribosomal S6 kinases 1 and 2, RSK1/2), kinazy aktywowanej
mitogenami i stresem 1 i 2 (ang. mitogen- and stress-activated kinases 1 and 2, MSK1/2).
W rezultacie nastepuje fosforylacja histonu H3 oraz biatka CREB (Hagiwara i in., 1992;

Stipanovich i in., 2008).

W wyniku powyzszych procesdw, a przede wszystkim fosforylacji biatka H3 i biatka
CREB, dochodzi do rozpoczecia transkrypcji genéw wczesnej odpowiedzi (ang. immediate
early genes, IEG), w tym c-Fos, Npas4, Egr-1, Arc (Gentzel i in., 2015; Nakataniiin., 2017). Geny
wczesnej odpowiedzi sg elementem pierwszej reakcji komaérki na stymulacje, a niektére z nich
kodujg czynniki transkrypcje odpowiadajace za regulacje drugiej, pdznej fali transkrypcji

genow, kontrolujgc m.in. plastycznos¢ neuronalng (Gerfen, 2000; Girault, 2012) (Rycina 3).

PKG > GC <o
\/ * cGMP
A

ﬂ

D — PKA -—>GIuR1 NR2B RPS6

ATP  cAMP * CREB RASGRP2
..,-—» ERK -—>CE§B-—>IEG
NMDAR c-Fos Egr-1

Npas4 Arc

Rycina 3 Sciezka sygnalowa zaleina od stezenia cyklicznych nukleotydéw. Stezenie cAMP wzrasta w wyniku
aktywacji receptora dopaminowego D1 (D1R) lub antagonizowania receptora dopaminowego (D2R) poprzez
aktywacje cyklazy adenylowej (AC). Stezenie cGMP wzrasta poprzez aktywacje cyklazy guanylowej (GC)
podtlenkiem azotu (NO) pochodzacym z interneuronéw. cAMP i cGMP aktywujg odpowiednio kinazy biatkowe
PKA i PKG, ktére posiadajg szereg substratéw, w tym biatko DARPP-32. Ufosforylowane biatko DARPP-32 jest
silnym inhibitorem fosfatazy biatkowej 1 (PP1). Aktywno$¢ PKA tgcznie z zahamowaniem aktywnosci PP1 skutkuje
ufosforylowaniem i aktywacjg szeregu biatek i genéw efektorowych. IEG (ang. immediate early genes) — geny
wczesnej odpowiedzi. Na podstawie Nishiiin., 2011.
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1.4 Fosfodiesteraza 10A

1.4.1 Rodzina fosfodiesteraz

Fosfodiesterazy (PDE) nalezg do klasy enzyméw hydrolaz, ktére hydrolizuja wigzanie
fosfodiesterazowe cyklicznych  nukleotydow cAMP oraz c¢cGMP rozktadajgc je
do monofosforanowych form, AMP i GMP. Fosfodiesterazy pogrupowane zostaty na
podstawie sekwencji, kinetyki reakcji, regulacji i wtasciwosci farmakologicznych w jedenascie
rodzin (PDE1-11) (Conti i Beavo, 2007). Fosfodiesterazy mogg selektywnie hydrolizowa¢ cAMP
(PDE4, PDE7 i PDE8), cGMP (PDE5, PDE6 i PDE9) lub oba te nukleotydy jednocze$nie (PDE1,
PDE2, PDE3, PDE10 i PDE11).

1.4.2 Struktura, ekspresja i rola PDE10A w przekaznictwie sygnatéw w prazkowiu

Fosfodiestaraza 10A (PDE10A) zostata opisana po raz pierwszy w roku 1999 i nalezy
do grupy fosfodiesteraz hydrolizujgcych zaréowno cAMP jak i cGMP (Fujishige i in., 1999;
Loughney i in., 1999; Soderling i in., 1999). W wyniku ekspresji genu kodujgcego PDE10A
u cztowieka powstaje 29 transkryptow, z ktdrych 15 wykryto w mdzgu, a najczesciej
wystepujgce izoformy tego biatka to: PDE10A1, PDE10A2 oraz PDE10A19 (MacMullen i in.,
2016). U szczurédw natomiast najczestszymi izoformami sg PDE10A1 oraz PDE10A3 (Kotera i
in., 2004). Biatko PDE10A zbudowane jest z domeny katalitycznej, z kieszenig selektywnosci
charakterystyczna tylko dla tej fosfodiesterazy, oraz z domen GAF (ang. cGMP activated PDEs,
adenylyl cyclase, and Fh1A): GAF-A i GAF-B, ktére petnig funkcje regulatorowe i moga
przytgczac cykliczne nukleotydy badZ odpowiadac za dimeryzacje (Handa i in., 2008; Chappie i
in., 2012) (Rycina 4). W przypadku PDE10A wykazano, ze cAMP moze przytaczac sie do domeny
GAF-B powodujgc 3-krotny wzrost aktywacji enzymu (Jager i in., 2012). Izoformy rdznig sie
sekwencjg na N-koncu biatka. PDE10A1, PDE10A3 oraz PDE10A19 zlokalizowane sg w cytozolu.
Natomiast izoforma PDE10A2 jako jedyna posiada motyw CFRRLT na N-koncu biatka,
umozliwiajgc palmitylacje cysteiny w pozycji 11 i zakotwiczenie enzymu w btonie komérkowej
(Charych i in., 2010). Komodrkowa lokalizacja izoformy PDE10A2 jest kontrolowana poprzez
fosforylacje na treoninie w pozycji 16, ktéra w przypadku wysokiego stezenia cyklicznych
nukleotydéw jest fosforylowana przez PKA prowadzgc do akumulowania sie enzymu
w cytozolu i hydrolizy cyklicznych nukleotydéw w tym kompartmencie komérkowym (Kotera

i in., 2004; Charych i in., 2010). W przypadku niepodwyzszonego stezenia cyklicznych
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nukleotydéw PDE10A2 pozostaje w bfonie i reguluje stezenie cyklicznych nukleotydéw w tej
czesci komorki. Wykazano, ze PDE10A wystepuje w kompleksie biatkowym zlokalizowanym
postsynaptycznie w poblizu btony komdrkowej tworzac go wraz z AKAP (ang. A kinase
anchoring protein), PKA, podjednostkami NR2A i B receptora NMDA oraz biatkiem PSD95 (ang.
postsynaptic density protein 95) (Russwurm i in., 2013).

PDE10A ulega ekspresji przede wszystkim w osrodkowym uktadzie nerwowym. Bardzo
wysoka ekspresje, w poréwnaniu do innych struktur i tkanek, obserwuje sie w prazkowiu,
w srednich neuronach kolczastych, jak i rowniez w gatce bladej i istocie czarnej (Seeger i in.,
2003; Polito i in., 2015). Ponadto PDE10A ulega ekspresji na nieznacznym poziomie
w hipokampie, korze modzgowej, mozdzku, rdzeniu moézgowym. Ekspresja PDE10A poza
osrodkowym uktadem nerwowym jest bardzo niska. Biatko PDE10A nie zostato wykryte w
gtéwnych organach: watrobie, nerkach, ptucach, $ledzionie i sercu, mimo wykrytych
transkryptow genu PDE10A w tych tkankach. Najwyzszg immunoreaktywnos¢ wobec PDE10A
poza centralnym uktadem nerwowym wykazano dla jgder, dodatkowo transkrypty genu
wykryto w siatkdwce, brgzowej tkance ttuszczowej, wysepkach trzustkowych (Fujishige i in.,
1999; Seeger i in., 2003; Coskran i in., 2006; Lakics i in., 2010).

PDE10A wykazuje rézne wartosci powinowactwa do cAMP i cGMP. cAMP wykazuje
nizszg wartosc statej Michaelisa-Menten (Kw), ktéra wynosi 0,05 uM w poréwnaniu do 3,0 uM
dla cGMP (Soderlingiin., 1999). Jednak to dla tego drugiego nukleotydu predkos¢ maksymalna
hydrolizy jest 4,7-krotnie wyzsza sugerujgc bardziej specyficzng aktywnos¢ wobec cGMP.
PDE10 odpowiada za 60-70% hydrolizy cAMP w MSN, mimo obecnosci innych fosfodiesteraz
w tych komorkach, oraz w znacznie mniejszym stopniu za hydrolize cGMP (za ktorg w gtownej
mierze odpowiada PDE1 i PDE2) (Russwurm i in., 2015). Ponadto, niska warto$¢ Km dla cAMP
skutkuje aktywnoscig enzymu juz przy niskich stezeniach cAMP w przeciwienstwie do innych
fosfodiesteraz wystepujgcych w prazkowiu, ktérych Km jest w zakresie mikromolarnym.
Wykazano, ze PDE10A jako jedyna fosfodiesteraza w MSN posiada wtasciwos¢ hydrolizy cAMP
do poziomu stanu nieaktywnego i w efekcie jej rola jest krytyczna w przekazywaniu sygnatow

w MSN (Motaiin., 2021).
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Rycina 4 Schemat najwazniejszych izoform PDE10A u ludzi i gryzoni. Biatko PDE10A zbudowane jest z domeny
katalitycznej oraz z domen GAF-A i GAF-B (ang. cGMP activated PDEs, adenylyl cyclase, and Fh1A), ktére petnig
funkcje regulatorowe badz odpowiadajg za dimeryzacje. Kolejne izoformy rdznig sie sekwencjg na N-koricu
biatka. A) Najwazniejszymi ludzkimi izoformami sg PDE10Al1l, PDE10A2, PDE10A19. Izoformy PDE10A1l
i PDE10A19 zlokalizowane sg w cytozolu, natomiast PDE10A2, dzieki palmitylacji cysteiny w pozycji 11, moze by¢
rowniez zakotwiczona w btonie komdrkowej. Aktywacja PKA w wyniku wysokiego stezenia cCAMP prowadzi do
ufosforylowania PDE10A2 na treoninie w pozycji 16, co prowadzi do zmiany lokalizacji na cytozolowa. B) U
szczuréw najwazniejszymi izoformami sg PDE10A2 i PDE10A3. Izoforma A3 ma lokalizacje cytozolowa, natomiast
regulacja PDE10A2 jest identyczna jak u cztowieka. Na podstawie Kotera i in., 2004.

1.4.3 PDE10A jako cel interwencji farmakologicznej

Fosfodiesterazy odpowiadajg za kontrole, intensywnos¢ i dtugos¢ trwania
przekaznictwa sygnatowego opartego na cyklicznych nukleotydach, ktérych stezenie zalezy od
stymulacji biatek G. W zwigzku z powyzszym staty sie one celem interwencji farmakologicznej
w wielu schorzeniach w tym miedzy innymi: inhibitor PDE3 milrynon w leczeniu w ostrej
zastoinowej niewydolnosci krazenia, inhibitor PDE4 roflumilast w leczeniu przewlektej
obturacyjnej choroby ptuc, inhibitory PDE5 sildenafil, tadafil, vardenafil w leczeniu zaburzen
erekcji lub tez sildenafil w leczeniu nadcisnienia ptucnego (Lugnier, 2006; Menniti i in., 2006;
Baillie i in., 2019).

Odkrycie PDE10A wigzato sie ze zwrdceniem uwagi na mozliwos¢ farmakologicznej
regulacji jej dziatania (Soderling i in., 1998; Fujishige i in., 1999). PDE10A posiada szereg cech
i wiasciwosci, ktore czynig te fosfodiesteraze atrakcyjnym celem interwencji farmakologicznej.
Nalezg do nich: budowa biatka, profil ekspresji w obrebie uktadu nerwowego i innych
tkankach oraz rola PDE10A w przekaznictwie sygnatowym zaleznym od cyklicznych
nukleotydow.

Struktura PDE10A umozliwia zaprojektowanie wysoce selektywnych zwigzkow.
Miejsce katalityczne enzymu, oprécz miejsc odpowiedzialnych za oddziatywanie z cAMP lub
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cGMP posiada tzw. kieszen selektywnosci (Verhoest i in., 2012). Umozliwia ona
zaprojektowanie zwigzkdw wigzgcych sie jedynie z PDE10A zmniejszajac ryzyko
niepozadanych oddziatywan z innymi biatkami rodziny fosfodiesteraz.

PDE10A ulega wysoce specyficznej ekspresji w Srednich neuronach kolczastych (Seeger
i in., 2003; Lakics i in., 2010). Dzieki temu mozliwe jest uzyskanie dwdch pozadanych cech
charakteryzujgcych potencjalny cel interwencji farmakologicznej. Efekt inhibicji tzw. efekt on-
target, jest ograniczony jedynie do jednej grupy komodrek, w ktdrych biatko petni Scisle
zdefiniowang role. Rownoczesnie, brak znaczgcej ekspresji w pozostatych tkankach ogranicza
mozliwos¢ wystgpienia efektdw niepozadanych, niezwigzanych z dziataniem w prazkowiu.

W zwigzku z profilem ekspresji tego enzymu postawiono teze, ze inhibicja PDE10A
moze stanowi¢ nowe podejscie terapeutyczne chordéb zwigzanych jadrami podstawnymi,
w tym przede wszystkim w terapii schizofrenii. Badania nad funkcja PDE10A u myszy
z wytagczonym genem Pdel0Oa, wykazaty, ze zwierzeta te posiadajg zmniejszong aktywnosc
lokomotoryczng i odpowiadajag w mniejszym stopniu na traktowanie antagonistami NMDA
powodujgcymi stany nadaktywnosci ruchowej. Te wyniki potwierdzaty hipoteze, ze PDE10A
bierze udziat w regulacji aktywnosci neurondéw MSN i zahamowanie jej aktywnosci moze
skutkowac efektami antypsychotycznymi zblizonymi do antagonistow receptora D2 (Siuciak i
in., 2006).

Jak opisano powyzej, PDE10A posiada unikalne cechy dla potencjalnego celu
interwencji farmakologicznej. Doprowadzito to do rozpoczecia intensywnych poszukiwan
inhibitoréw PDE10A prowadzonych przez firmy farmaceutyczne i jednostki naukowe (Chappie
iin., 2012; Swierczek i in., 2019). Pierwszym opisanym inhibitorem PDE10A byta papaweryna,
alkaloid naturalnie wystepujacy w gtowkach makowych. Charakteryzowata sie ona
umiarkowang aktywnoscig i selektywnoscig (Siuciak i in., 2006). W krétkim czasie po opisaniu
papaweryny wiele firm farmaceutycznych rozpoczeto programy badawcze majgce na celu
opracowanie wysoce aktywnych i selektywnych czgsteczek. Udato sie w ten sposdb rozwingé
inhibitory, ktére umozliwity dalsze badania funkcji PDE10A. Do najintensywniej
wykorzystywanych zwigzkéw nalezaty: PQ-10 (Chappie i in., 2007), TP-10 (Schmidt i in., 2008),
MP-10 (Grauer i in., 2009), THPP-1 (Smith, Uslaner, i in., 2013), JNJ-42314415 (Megens i in.,
2014), PDM-042 (Arakawa i in., 2016) oraz TAK-063 (Harada i in., 2015). Zaden z projektéw nie
wykroczyt jednak poza drugg faze badan klinicznych (patrz 1.4.6). Nalezy jednak zwrécic

uwage na badanie opublikowane przez firme Takeda w czasie trwania niniejszego projektu, w
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ktorym wykazano, ze rdéine inhibitory PDE10A posiadajg rézne wtasciwosci kinetyczne
przektadajgce sie na szybkosci dysocjacji tych czgsteczek od enzymu. Dowiedziono, ze zwigzki
szybko oddysocjowujgce od enzymu posiadajg mniejszg tendencje do aktywacji Sciezki
bezposredniej, co moze przektadaé na skuteczniejsze dziatanie antypsychotyczne (Suzuki i
Kimura, 2018). Zwigzkiem szybko oddysocjowujacym jest TAK-063, z czym wigze sie cze$ciowo
pozytywne wyniki uzyskane w badaniach klinicznych. Te wyniki uzasadniajg dalsze
poszukiwania czgsteczek hamujgcych aktywnos¢ PDE10A mimo braku doniesien o

zakonczonych sukcesem badaniach klinicznych.

1.4.4 Wptyw inhibitorow PDE10A na przekaznictwo sygnatowe

Wykazano, ze zahamowanie aktywnosci PDE10A matoczgsteczkowymi inhibitorami
prowadzi do dawkozaleznego wzrostu stezen cyklicznych nukleotydéw w prazkowiu zaréwno
u myszy jak i u szczuréw in vivo (Chappie i in., 2007; Schmidt i in., 2008; Grauer i in., 2009;
Malamas i in., 2012; Suzuki i in., 2016). Wykazano réwniez, ze wzrost poziomu cyklicznych
nukleotydéw skutkuje wzrostem fosforylacji szeregu biatek zaleznych od PKA i PKG: GluR1,
CREB, DARPP-32, H3, ERK, MSK1, przy czym najsilniejsze zmiany w obserwuje sie dla GIluR1,
ktdre mogg wynosi¢ nawet 15—krotnos¢ sygnatu podstawowego (Schmidt i in., 2008; Suzuki i
in., 2015; Beaumont i in., 2016). Wzrost cAMP w wyniku zahamowania aktywnosci PDE10A
zostat réwniez wykazany w badaniach ex vivo wykonanych na skrawkach mysiego mdzgu,
w ktérych wykazano réwniez dawkozalezny wzrost fosforylacji biatek zaleznych od aktywnosci
PKA (Nishi i in., 2008; Polito i in., 2015). Rdwnoczesnie, inhibicja PDE10A nie miata wptywu na
fosforylacje biatek zaleznych od cyklicznych nukleotydow w czesci presynaptycznej, do ktérych
nalezg hydroksylaza tyrozynowa czy synapsyna 1, potwierdzajac, ze PDE10A odgrywa
kluczowa role w czesci postsynaptycznej. Ponadto, w badaniach ex vivo nie zaobserwowano
wzrostow stezenia cGMP po zastosowaniu inhibitoréw PDE10A (Stipanovich i in., 2008; Polito
i in., 2015). Jednym z mozliwych wyttumaczen tego efektu jest brak aktywacji nNOS w
interneuronach prazkowia, ktéra nastepuje poprzez wzrost aktywnosci w catej sieci potaczen
nerwowych i jest niemozliwa do zarejestrowania w doswiadczeniach wykorzystujgcych
skrawki mézgu.

Inhibicja PDE10A skutkowata rowniez indukcjg IEG takich jak c-Fos, Npas4, Egr-1 czy
Arc (Gentzel i in., 2015) oraz zwiekszong ekspresjg markerow aktywnosci neuronalnej

wliczajgc w to substancje P, enkafaline, neurotensyne (Strick i in., 2010; Suzuki i in., 2015).
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Ponadto badania profilu ekspresji genédw metodg mikromacierzy wykazaty, ze inhibicja
PDE10A skutkuje modulacjg transkrypcji wielu innych genéw. Uzyskane wyniki pokazaty,
ze zahamowanie aktywnosci PDE10A skutkuje nie tylko krétkotrwatymi zmianami
w przekaznictwie sygnatowym, ale wpltywa rowniez na procesy dtugofalowe w srednich
neuronach kolczastych (Kleiman i in., 2011).

Jak opisano wczesniej (patrz 1.3.2), obie grupy s$rednich neuronéw kolczastych
tworzacych sciezke posrednig i bezposrednia wykazujg przeciwstawne dziatanie wzmacniajac
lub ostabiajgcych sygnat ptynacy przez wzgorze do kory. W zwigzku z powyzszym, analizowano
rowniez efekty inhibitoréw PDE10A niezaleznie w obu $ciezkach. Antagonisci receptora D2
dziatajg antypsychotycznie poprzez aktywacje neuronéw Sciezki posredniej. Zastosowanie
inhibitoréw PDE10A wywotuje podobny efekt (Rycina 5). Analiza fosforylacji biatka DARPP-32
u szczuréw wykazata wzbogacona frakcje ufosforylowanego biatka w neuronach wykazujacych
ekspresje receptorow D2 sugerujgc wieksze pobudzenie neuronéw Sciezki posredniej po
zahamowaniu aktywnos$ci PDE10A (Nishi i in., 2008). Pomiar aktywacji PKA w skrawkach
mysiego mozgu z zastosowaniem sensorow odpowiadajgcych na aktywnos$¢ PKA wykazat
ponownie zwiekszong aktywno$¢ neurondw sciezki posredniej bez aktywnosci w Sciezce
bezposredniej, mimo poréwnywalnego wzrostu cAMP w obu grupach komarek (Polito i in.,
2015). Badania skupiajace sie na przekaznictwie sygnatowym zaleznym od ¢cGMP réwniez
wykazaty zwiekszong odpowiedZ neurondéw sciezki posredniej w odpowiedzi na stymulacje
elektryczng w trakcie badan elektrofizjologicznych (Threlfell i in., 2009; Padovan-Neto i in.,
2015). Opisane wyzej badania wykonane na skrawkach tkanki mézgowej zostaty réwniez
potwierdzone w badaniu in vivo, w ktorym wykazano zwiekszong fosforylacje histonu H3
w neuronach Sciezki posredniej. Co wiecej, ta nierownowaga w aktywacji obu sciezek byta
obserwowana jedynie w czesci grzbietowo-przysrodkowej prazkowia, ktérej dysfunkcja
powigzana jest ze schizofrenig (Polito i in., 2015). Obserwowany silniejszy efekt w Sciezce
posredniej ograniczony do czesci grzbietowo-przysrodkowej prazkowia wspiera hipoteze

o mozliwym zastosowaniu inhibitoréw PDE10A jako terapii schizofrenii.
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Rycina 5 Inhibicja PDE10A normuje aktywnos¢ neuronéw w prazkowiu w schizofrenii. A) W schizofrenii
w wyniku wysokiego stezenia dopaminy dochodzi do nadmiernej aktywac;ji $ciezki bezposredniej i zahamowania
aktywnosci $ciezki posredniej, co skutkuje nadaktywnoscig prazkowia. B) Zastosowanie inhibitoréw PDE10A
i wzrost stezenia cyklicznych nukleotydéw w srednich neuronach kolczastych prowadzi przede wszystkim do
wzrostu aktywnosci Sciezki posredniej, rdwnowazgc dziatanie obu Sciezek prazkowia. Na podstawie Nishi i in.,
2011.

1.4.5 Efekty behawioralne zahamowania aktywnosci PDE10A

Opisana zwiekszona odpowiedz? Sciezki posredniej na modulacje inhibitorami PDE10A
znajduje swoje odbicie w efektach antypsychotycznych wykazanych w czasie badan
behawioralnych w wielu modelach zwierzecych psychozy. W modelach nadaktywnosci
lokomotorycznej wywotanych blokadg receptoréw NMDA przy pomocy fencyklidyny lub MK-
801, jak i w modelach, w ktérych zwiekszone uwalnianie dopaminy zwigzane jest podaniem
amfetaminy czy tez agonistow receptoréw dopaminowych (np. apomorfiny), inhibitory
PDE10A wykazujg dziatanie zblizone do antagonistéw receptora D2, zmniejszajgc nasilenie
efektéw lokomotorycznych (Menniti i in., 2021). W te$cie warunkowego unikania, ktory bez
farmakologicznej indukcji objawdw psychotycznych bada przypisanie istotnosci danemu
bodzcowi, zarowno leki antypsychotyczne jak i inhibitory PDE10A w wyrazny sposob blokujg
odpowiedz warunkowego unikania (Schmidt i in., 2008; Grauer i in., 2009; Malamas i in., 2011,
Suzukiiin., 2015). Inhibitory PDE10A wykazujg dodatkowo dziatanie prokognitywne wykazane
w testach rozpoznawania nowego obiektu czy tez w tescie przetgczania uwagi (Grauer i in.,
2009; Nikiforuk i in., 2016; Shiraishi i in., 2016). W czesci testéow behawioralnych inhibitory
PDE10A wykazujg jednak inny profil lekédw

odpowiedzi niz jest to w przypadku

antypsychotycznych, wskazujgc na odmienny mechanizm dziatania. Dotyczy to przede
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wszystkim testu hamowania przedsygnatowego (Grauer i in., 2009; Suzuki i in., 2016) czy
katalepsji, ktorej nasilenie po podaniu inhibitorow PDE10A jest niskie i czesto nie wykazuje
dawkozaleznosci (Schmidt i in., 2008; Grauer i in., 2009; Megens i in., 2014; Suzuki i in., 2015).
Obserwowane roznice wzgledem lekéw antypsychotycznych wynikajg przede wszystkim
z ekspresji PDE10A zaréwno w Sciezce posredniej jak i bezposredniej. Mimo opisanego
powyzej silniejszego  efektu podania inhibitoréw  PDE10A  obserwowanego
w Sciezce bezposredniej, przy wyzszych stezeniach zwigzku dochodzi rowniez do aktywacji
neurondw w Sciezce posredniej. W takim przypadku sciezka posrednia przeciwdziata efektom
Sciezki bezposredniej, co prowadzi miedzy innymi do braku dawkozaleznosci, obserwowanej
m.in. w testach katalepsji (Menniti i in., 2021).

Co réwniez istotne z punktu widzenia bezpieczeristwa stosowania inhibitoréw PDE10A,
badane zwigzki nie wykazaty efektéw niepozgdanych charakterystycznych dla lekéw
antypsychotycznych w badaniach na zwierzetach, jakimi sg np. hiperprolaktynemia czy

hiperglikemia (Grauer i in., 2009; Suzuki i in., 2015).

1.4.6 Badania kliniczne inhibitorow PDE10A

Dla czesci badanych inhibitorow PDE10A pozytywnie zakonczono faze badan
przedklinicznych i rozpoczeto faze badan klinicznych jako potencjalnej terapii schizofrenii wraz
z objawami towarzyszacymi czy terapii choroby Huntingtona. Druga faza badan klinicznych
zostata zakonczona dla inhibitoréw firmy Pfizer (MP-10/PF-02545920), Takeda (TAK-063),
Merck (MK-8189) oraz Lundbeck (Lu AF11167) (Swierczek i in., 2019). Zwigzek MP-10 byt
poddany badaniom u pacjentow ze schizofrenig oraz chorobg Huntingtona i w zadnym z tych
badan nie wykazat efektywnosci. Pozostate wymienione powyzej zwigzki byty testowane tylko
w schizofrenii. Badanie kliniczne dla TAK-063 nie spetnito pierwszorzedowych punktéw
koncowych, ale wykazato czesSciowg efektywnos¢ antypsychotyczng w punktach
drugorzedowych. Dla MK-8189, pomimo negatywnych wynikdéw pierwszego z badan drugiej
fazy, rozpoczeto kolejne badanie kliniczne, ktére jeszcze sie nie zakonczyto (nr badania
clinicaltrials.gov: NCT04624243). Zwigzek Lu AF11167 byt analizowany pod kagtem wptywu na
objawy negatywne w schizofrenii, jednak nie wykazano skutecznosci terapeutycznej tego
inhibitora. Bioragc pod uwage kwestie bezpieczenstwa, inhibitory PDE10A byly dobrze
tolerowane, co potwierdza wczesniejsze doniesienia z badan przedklinicznych (Tsaiiin., 2016).

Obserwowano objawy sennosci, wskazujgce na efekty psychoaktywne podanych zwigzkéw,
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aw wyzszych dawkach wystepowaty réwniez dystonie w obrebie gtowy, karku i jezyka,

co moze potwierdza¢ modulacje przekaznictwa nerwowego w obrebie jagder podstawnych.

1.5 Proces rozwoju leku drobnoczgsteczkowego

Proces rozwoju nowych lekédw jest interdyscyplinarnym i ztozonym procesem
wymagajgcych wysokich naktadéw finansowych i czasowych. Szacuje sie, ze koszt rozwoju
jednego leku wynosi okoto 1,3 miliarda dolaréw amerykanskich, a czas potrzebny do jego
opracowania i rejestracji to Srednio 12-15 lat (DiMasi i in., 2016). Wyzwaniem w rozwoju leku
pozostaje minimalizacja ryzyka zakoriczenia projektu przedwczesnie w wyniku niekorzystnych
wtasciwosci takich jak toksycznosé, brak efektywnosci czy niska biodostepnos¢ (Kola i Landis,
2004). Z tego wzgledu mozliwie szeroko zakrojone badania w poczatkowych fazach projektu
graja kluczowa role, przektadajac sie bezposrednio na powodzenie badan klinicznych (Waring
i in., 2015). Badania wspomniane powyzej powinny obejmowac analize zréznicowanych
wiasciwosci, do ktérych nalezg aktywno$é, selektywnos¢, stabilnos$¢, rozpuszczalnosé,
biodostepnos¢, bezpieczenstwo, patentowalnos¢. Czasteczki, dla ktérych uda sie zbalansowad
powyzsze aspekty, majg wysokie szanse rozpoczac¢ badania kliniczne, ktére moga doprowadzic¢
do wprowadzenia kandydata na lek na rynek.

Proces rozwoju nowego leku mozna podzieli¢ na faze odkrycia leku, charakterystyke
zwigzku wiodacego, faze przedkliniczng oraz faze kliniczng (Rycina 6). Faza odkrycia leku
rozpoczyna sie po wyborze celu molekularnego, ktérego modulacja stanowi zatozenie
skutecznej terapii danego schorzenia. Poczatkowy etap odkrycia leku ma na celu wytonienie
czgsteczek aktywnych (ang. hits). Selekcja zwigzkow odbywa sie na podstawie badan
przesiewowych, ktore uwzgledniajg aktywnosci wzgledem celu molekularnego jak i parametry
fizyko-chemiczne (tzw. deskryptory molekularne), charakteryzujgce czgsteczki pod katem
wiasciwosci lekopodobnych. Przyktadem deskryptoréw molekularnych s3: masa molowa,
lipofilowos¢, wartos¢ powierzchniowej polaryzacji, wspotczynnik podziatu logD oraz logP,
liczba donoréw wigzan wodorowych czy pKa. Badania aktywnosci wykonuje sie przede
wszystkim metodami in vitro i mogg obejmowac takie testy jak biofizyczne oddziatywanie
z biatkiem, testy inhibicji enzyméw czy wykorzystanie kultur komérkowych. Badania
przesiewowe zostajg czesto wsparte analizami in silico, wliczajgc w to analizy dokowania
molekularnego czy analizy bioinformatyczne oparte na uzyskanych wynikach tzw. analizy

zaleznosci struktura-aktywnos¢. Celem badan przesiewowych jest rowniez mozliwa

30



WSTEP

identyfikacja jak najwiekszej liczby aktywnych chemotypdw, co minimalizuje ryzyko
zakonczenia badan, gdy jeden rodzaj struktur okaze sie nierokujgcy. Czasteczki aktywne
zostajg kolejno scharakteryzowane pod wzgledem wtasciwosci, ktore majg na celu wybdr
czgsteczki wiodacej. Na tym etapie badania uwzgledniajg nie tylko weryfikacje aktywnosci
czasteczki, ale ocenie moze podlegac¢ selektywnos¢, parametry ADME (ang. absorption,
distribution, metabolism, excretion; wchtanianie, dystrybucja, metabolizm, wydalanie),
toksyczno$¢, farmakokinetyka czy potwierdzenie mechanizmu dziatania zaréwno
w doswiadczeniach in vitro jak i in vivo. Nalezy rowniez podkresli¢, ze szczegdlng role
w rozwoju kandydatéw na leki psychiatryczne i neurologiczne odgrywa zdolno$¢ penetracji
bariery krew-mézg, ktéra ze wzgledu na swojg budowe i funkcje rézni sie od innych barier
biologicznych w organizmie, bedac trudniej przepuszczalng od pozostatych. Okreslenie
zdolnosci zwigzkéw do przenikania przez te bariere jest niezbedne i moze sie odby¢ tylko
na drodze in vivo, jako ze nie istnieje mozliwos¢ doktadnego okreslenia tych wtasciwosci
za pomocg metod bioinformatycznych czy doswiadczen in vitro. Na podstawie badan
przesiewowych zostaje dokonany wybdr czgsteczki wiodacej, dla ktorej weryfikowane
sg uzyskane wyniki eksperymentow oraz wykonywane sg rozszerzone badania. Majg one na
celu doktadne zdefiniowanie mechanizmu dziatania, farmakodynamiki, wtasciwosci czgsteczek

jako przysztych lekéw: fizyko-chemicznych, ADME czy wstepnej toksykologii.

Potwierdzenie tych wiasciwosci pozwala na rozpoczecie fazy przedklinicznej. Badanie
w tej fazie skupiajg sie w gtéwnej mierze na dostarczeniu wynikéw badan opisanych
miedzynarodowymi wytycznymi regulacyjnymi, ktére sg niezbedne do rozpoczecia badan
klinicznych. Obejmujg one badania toksykologiczne, badania nad wydajng syntezg czgsteczek,
mozliwoscig ich odpowiedniej formulacji oraz badania jako$ciowe substancji i produktéw.
Pomyslne zakonczenie tej fazy skutkuje mozliwoscig ztozenia dokumentacji do wtasciwego
organu nadzorujgcego rynek lekéw w celu rozpoczecia badan klinicznych prowadzacych do

weryfikacji zatozen u pacjentow i ostatecznie umozliwiajgc rejestracje czasteczki jako leku.
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Faza charakterystyki

Faza odkrycia leku . . Faza przedkliniczna Faza kliniczna
zwigzku wiodgcego
1 | i I 1 |
1 4 l 4 1 4
Badania przesiewowe Witasciwos¢ zw. wiodacego + Badania Badania kliniczne
+  Analizy bioinformatyczne toksykologiczne * Ifazy
e Aktywnosé * Synteza s iifazy
*  Parametry fizykochemiczne przemystowa * llifazy
* ADMET * Badania nad
* Farmakokinetyka formulacja
* Farmakodynamika

Rycina 6 Proces rozwoju leku drobnoczasteczkowego. W procesie rozwoju leku mozna wyréznié¢ fazy odkrycia
leku, charakterystyki zwigzku wiodacego, przedkliniczng i kliniczng. Faza odkrycia leku w wyniku badan
przesiewowych prowadzi do wyboru zwigzku wiodgcego. Metody wykorzystywane w dwéch pierwszych fazach,
w zaleznosci od celu molekularnego i postepéw w projekcie znajdujg zastosowanie w obrebie obu faz. Faza
przedkliniczna obejmuje zaawansowane badania, czesto wykonywane w zgodzie z dobrg praktykg laboratoryjng,
ktére prowadzone s3 dla kandydata moggcego rozpocza¢ badania kliniczne. Faza badan klinicznych jest
ostateczng weryfikacjg zatozen dotyczacych efektywnosci terapeutycznej i bezpieczenstwa.
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Leczenie schizofrenii, pomimo dostepnosci lekdow antypsychotycznych pierwszej
i drugiej generacji, stanowi wcigz znaczgcg niezaspokojong potrzebe medyczng. Ze wzgledu
na lekoopornos¢, brak lekdw skutecznych wzgledem symptomow poznawczych i negatywnych
oraz liczne efekty uboczne dostepnych terapii, poszukiwane s3 nowe substancje
antypsychotyczne, ktdre oparte bytoby na nowym mechanizmie dziatania. Mimo ze do tej pory
zakonczone badania kliniczne dla inhibitorow PDE10A nie wykazaty ich przewagi nad aktualnie
dostepnymi terapiami, to czesciowo pozytywne wyniki uzyskane dla TAK-063 $wiadczg o
potencjale tej grupy zwigzkéw, a wykazany wptyw na domeny poznawcze na poziomie badan
przedklinicznych uzasadnia dalsze poszukiwania skutecznych lekéw opartych na inhibicji
PDE10A.
W zwigzku z powyzszym, gtéwnym celem niniejszej pracy byta selekcja innowacyjnego
inhibitora PDE10A oraz scharakteryzowanie go pod katem wtasciwosci farmakologicznych.
Gtéwny cel rozprawy byt realizowany poprzez nastepujgce cele szczegétowe:
— Badanie przesiewowe potencjalnych inhibitoréow PDE10A pod kgtem rozpuszczalnosci
i aktywnosci wzgledem PDE10A oraz okreslenie wstepnej selektywnosci czgsteczek.
— Identyfikacja zwigzku wiodacego poprzez analize wynikow stabilnosci metabolicznej,
badania farmakokinetycznego oraz wptywu na fosforylacje biatka GluR1 in vivo.
— Szczegotowa charakterystyka farmakokinetyczna zwigzku wiodgcego oraz okreslenie
jego biodostepnosci.
— Zbadanie wptywu zwigzku wiodgcego na stezenie cyklicznych nukleotydow
w prazkowiu, hipokampie i korze mézgowej wraz z porédwnaniem do zwigzkdéw
referencyjnych.
— Zbadanie wptywu zwigzku wiodgcego na wybrane geny wczesnej odpowiedzi
w prazkowiu, hipokampie i korze mézgowej wraz z porédwnaniem do zwigzkdéw

referencyjnych.

33



MATERIALY | METODY

3 MATERIALY | METODY

Tabela 1 Sktad buforéw i roztworéw stosowanych w doswiadczeniach

Roztwor/bufor Sktad

Roztwory uzywane w tescie enzymatycznym PDE-Glo

Termination buffer 5x (Promega)
Bufor hamujacy PDE10A 10 mM MP-10 (Seleckchem)
woda

Termination buffer 5x (Promega)
Bufor hamujgcy PDE1C 10 mM IBMX (SigmaAldrich)
woda

5x Detection Buffer (Promega)

Roztwér do detekcji sygnatu PKA (Promega)
woda

Bufor do homogenizacji tkanek
Bufor RIPA (Sigma)
Mieszanina inhibitorow proteaz (1x
Halt Protease Inhibitor Single-Use
Bufor RIPA z inhibitorami proteaz i fosfataz Coctail, Thermo Fisher Scientific)

Mieszanina inhibitorow fosfataz (1x
PhosSTOP™, Roche)

5mM EDTA
Roztwory uzywane w metodzie SDS-PAGE i Western blot
Sél fizjologiczna buforowna Tris (1x) 20 mM Tris-HCI
(ang. Tris— buffered saline, TBS) 500 mM NacCl
20 mM Tris-HCI
Bufor ptuczacy TBS-T 500 mM Nacl
0,1% Tween20
25 mM Tris base
Bufor do elektroforezy 250 mM glicyna
0,1% SDS
25 mM Tris
Bufor do transferu 192 mM glicyna
20% metanol
0,6 M Tris

20% glicerol
0,01% btekit bromofenolowy, pH = 6,8
20% B-merkaptoetanol

Bufor Laemmliego (2x), denaturujacy
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3.1 Biblioteka zwigzkéw drobnoczgsteczkowych

Zwigzki zostaty zaprojektowane i zsyntetyzowane przez Dziat Chemii Medycznej Celon
Pharma S.A. W oparciu o dane dostepne w domenie publicznej obejmujgce znane inhibitory
PDE10A (Kehler i Kilourn, 2009; Chappie i in., 2012; Kehler, 2013) oraz strukture biatka (Wang
i in., 2007), zostata zaprojektowana biblioteka zwigzkéw. Zwigzki zbudowane byty z trzech
cztondw i uwzgledniaty kluczowe miejsca oddziatywania z PDE10A: oddziatywanie
z aminokwasem tyrozyng w pozycji 683 (PDB ID 3HQY) tworzgcg wigzanie wodorowe
zrdzeniem czasteczki, oddziatywanie z przestrzenia hydrofobowa oraz oddziatywanie
z charakterystyczng dla tej fosfodiesterazy kieszenig selektywnosci (Moszczynski-Petkowski i
in., 2018). Poprzez wzajemne potaczenie kolejnych cztonéw wyodrebniono 15 podstawowych
potaczen (Tabela 2) bedacych podstawg do dalszych modyfikacji chemicznych. Wzajemne
kombinacje fragmentow strukturalnych zostaty opisane grupami od A do O. Nie byto mozliwe
powstanie przedstawicieli pieciu zaproponowanych grup. W obrebie pozostatych grup do
badan przesiewowych przekazano 23 zwigzki. Petne struktury wraz z parametrami zostaty

przedstawione w zatgczniku 1.

Zwigzki referencyjne MP-10 (Seleckchem) oraz TAK-063 (Sun-shine Chem) zostaty

zakupione.
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Tabela 2 Biblioteka zwigzkéw stanowigcych potencjalne inhibitory PDE10A. Biblioteka zostata zaprojektowana
i zsyntetyzowana przez Dziat Chemii Medycznej Celon Pharma S.A. Kolejne grupy chemotypdéw powstaty
z pofaczenia fragmentow strukturalnych tworzgc 15 grup. Zwigzki bedace przedstawicielami grup G, H, |, L, O nie
powstaty z powodu przeszkdd syntetycznych.
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3.2 Rozpuszczalnosé

Zwigzki byty rozpuszczane w DMSO (SigmaAldrich) w stezeniu docelowym 10 mM.
Nastepnie zwigzki mieszano na mieszadle automatycznym przez 10 sekund i sprawdzano przez
obserwacje, czy zwigzek sie rozpuscit. W przypadku negatywnej odpowiedzi, zawiesina byta

podgrzewana do 90°C i ponownie sprawdzano, czy zwigzek sie rozpuscit.
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3.3 Test enzymatyczny inhibicji fosfodiesteraz
3.3.1 Fosfodiesterazy

W tescie wykorzystano:

— rekombinowang ludzkg fosfodiesteraze 10A1, ktéra zostata oczyszczona
do homogennosci z komarek Sf9 z nadekspresjg genu kodujgcego PDE10A1 (numer
GenBank: NM_001130690; SigmaAldrich);

— rekombinowang ludzka fosfodiesteraze 1C, ktéra zostata oczyszczona
do homogennosci z komdrek Sf9 z nadekspresjg genu kodujgcego PDE1C (numer
GenBank: NM_005020; Signalchem).

3.3.2 Procedura przeprowadzenia testu

Hamujace dziatanie zwigzkéw chemicznych sprawdzano z zastosowaniem
luminescencyjnej metody PDE-Glo (Promega Corporation) na ptytkach 96-dotkowych. Test
prowadzono dla 8 stezen danego zwigzku (w zakresie 17,5-1000 nM lub 8-280 nM).

Roztwory zwigzkdw rozciericzano szeregowo w buforze reakcyjnym (PDE-Glo Reaction
Buffer) do uzyskania pozgdanych stezen. Do dotka ptytki 96-dotkowej dodawano 5 pl (reakcja
z PDE10A) lub 4 pl (reakcja z PDE1C) tak przygotowanych roztworéw. W przypadku PDE10A,
w nastepnej kolejnosci do dotka dodawano 7,5 pl mieszaniny reakcyjnej, w sktad ktorej
wchodzit enzym PDE10A rozcieficzony w buforze reakcyjnym. Koricowa zawartosci PDE101A
w dotku wynosita 3,5 ng. Dla reakcji z PDE1C, dodawano 8,5 ul roztworu, w ktérego sktad
wchodzit enzym PDE1C oraz roztwér Ca?*/kalmoduliny (SignalChem) rozciericzony w buforze
reakcyjnym. Koncowa zawartosci PDE1C w dotku wynosita 4,4 ng. Aby umozliwi¢ interakcje
badanych zwigzkdw chemicznych z enzymem, ptytki inkubowano przez 1 minute
w temperaturze pokojowej, a nastepnie przez 9 minut w temperaturze 4°C. Reakcje
inicjowano poprzez dodanie do dotka 12,5 pul 2 uM (PDE10A) lub 1 uM (PDE1C) roztworu cAMP
(Promega). Nastepnie ptytke inkubowano w temperaturze 30°C. Po uptywie 40 min
dla PDE10A lub 30 min dla PDE1C reakcje zatrzymywano poprzez dodanie 12,5 pl buforu
hamujgcego z dodatkiem nadmiaru inhibitora fosfodiesterazy (Tabela 1). Zawartos¢ ptytki
mieszano przez 10 minut za pomocg mieszadta orbitalnego, a nastepnie do dotka dodawano
12,5 pl $wiezo przygotowanego Roztworu do detekcji. Ptytke inkubowano przez 20 minut
w temperaturze pokojowej, po czym do dotka dodawano 50 pl odczynnika Kinase-Glo (Kinase-

Glo Reagent; Promega) i kontynuowano inkubacje ptytki w temperaturze pokojowej przez
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kolejne 10 minut. Po uptywie czasu inkubacji intensywnos$¢ luminescencji w dotku mierzono
za pomocg luminometru Victor Light (Perkin Elmer).

Na podstawie poréwnania intensywnosci luminescencji w dotkach kontrolnych
i w dotkach zawierajgcych badane zwigzki chemiczne wyznaczano procent inhibicji enzymu
przez analizowane czasteczki. Dla kazdej ptytki wyznaczano wspétczynnik Z' (Zhang, 1999).
W przypadku wartosci tego czynnika ponizej 0,5 wyniki testu nie byty uwzgledniane
w analizach. Wyniki uzyskane dla wszystkich 8 stezen kazdego z badanych zwigzkdéw
wykorzystywano do dopasowania krzywej regresji z zastosowaniem czteroparametrycznego
modelu logistycznego w programie GraphPad Prism 5.03 (GraphPad Software). Na podstawie
uzyskanych krzywych wyznaczano wartos$¢ stezenia zwigzku, przy ktorym aktywnos¢ enzymu
byta hamowana w potowie (ICso, ang. half-maximal inhibitory concentration). Kontrole
pozytywng stanowifa mieszanina reakcyjna zawierajgca wszystkie wymienione odczynniki za
wyjatkiem badanych zwigzkdw, zas kontrole negatywng stanowita mieszanina reakcyjna
zawierajgca wszystkie wymienione odczynniki z wytgczeniem badanych zwigzkéw i enzymu

fosfodiesterazy.

3.4 Analiza Pareto

Okreslenie rankingu zwigzkdw na podstawie algorytmu Pareto zostato wykonane przez
Dziat Chemii Medycznej. Algorytm maksymalizowat wartos¢ MPO (ang. multiparameter
optimization) i minimalizowat wartosci 1Cso (Obayashi i in., 2004). Wartos¢ MPO zostata
okreslona zgodnie z opisem zaprezentowanym przez Wager i wsp. (Wager i in., 2010)
i uwzgledniata mase molowg, lipofilowosé, wartos¢ powierzchniowej polaryzacji,

wspotczynnik podziatu logD, liczbe donoréw wigzan wodorowych oraz pKa (Tabela Z1).

3.5 Test stabilnosci metabolicznej | fazy

Badanie stabilnosci metabolicznej zostato przeprowadzone przez firme Selvita zgodnie
z wewnetrznymi procedurami firmy. Kontrole doswiadczenia stanowity dwa zwigzki
chemiczne o znanej szybkosci metabolizmu: verapamil — szybko metabolizowany zwigzek oraz
donepezil — umiarkowanie metabolizowany zwigzek. 75 upl mieszaniny mikrosoméw
szczurzych z kofaktorami (NADP, G6P, G6PDH, MgCl,) lub bez zostato rozpipetowane
do dotkow ptytki 96-dotkowej. Roztwory zwigzkow rozcierniczano w buforze potasowo-

fosforanowym (1 mM, pH 7,4) do uzyskania pozadanych stezen. Kolejno dodawano 75 ul
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roztworu roboczego substancji badanych w odpowiednim stezeniu. W kolejnym kroku
do dotkdw z odczytem dla punktu czasowego 0 min dodawano 150 pl zimnego acetonitrylu.
Ptytke inkubowano w termomikserze w 37°C i 400 rpm. Reakcja byta zatrzymywana 20 min,
40 min i 60 min po rozpoczeciu reakcji poprzez dodanie 150 pl zimnego acetonitrylu.
Po zakonczeniu reakcji we wszystkich dotkach ptytka zostata odwirowana (2000 x g, 15 min.
4°C). 200 pl supernatantu byto poddawana analizie LC-MS.

Pomiary przeprowadzono z wykorzystaniem chromatografu cieczowego Ultimate 3000
RS (Dionex) i spektrometru masowego typu putapka jonowa Bruker Daltonics Amazon SL
(Bruker). Rozdziat chromatograficzny byt prowadzony na kolumnie Kinetex 2.6 u XB-C18 100A
50 x 3mm (Phenomenex), przez 5 min przy przeptywie 1 ml/min. Sktad fazy ruchomej to: bufor
A (0,1 % kwas octowy) oraz bufor B (acetonitryl + 0,1% kwas mréwkowy). Monitorowano jony
o stosunku masy do tadunku (m/z): 341,1 (CPL500007); 341,1 (CPL500012); 342,2
(CPL500013); 342,1 (CPL500020); 337,1 (CPL500024); 359,1 (CPL500029); 348,1 (CPL500032);
342,1 (CPL500036).

Procent zawartosci zwigzku chemicznego wzgledem zawartosci w punkcie t =0 min byt

obliczany na podstawie ponizszego wzoru:

% gl ledem ¢ _ powierzchnia piku; o min % 100% 1)
0¢ ZWIQZICU WZGLe@em tomin = powierzchnia piku, 0

Czas poftrwania ty byt wyznaczany z ponizszego wzoru:

0.693
T, = ——— (2)
% k
gdzie: k — stata eliminacji zwigzku réwna ujemnej wartosci nachylenia prostej zaleznosci

logarytmu naturalnego z procentowej zawartosci zwigzku jako funkcji czasu

Klirens wewnetrzny Clint byt wyznaczany z ponizszego wzoru:

o Vax 0,693 )
int T1/2
1

stezenie bia}ka(%)

gdzie: V,; = (4)
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3.6 Przesiewowe badanie farmakokinetyczne i farmakodynamiczne

3.6.1 Przebieg podania zwigzkow i izolowania tkanek

Podanie, usmiercenie oraz pobranie tkanek zostata wykonane w przez personel
Centrum Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu Medycznego w  Biatymstoku.
Doswiadczenie zostato przeprowadzone zgodnie z wytycznymi i za zgoda Lokalnej Komisji
Etycznej do spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Biatymstoku (uchwata nr 69/2013 z dnia
18.12.2013). Do eksperymentu wykorzystano samce szczuréw szczepu Wistar w wieku okoto
10 tygodni. Przed podaniem zwigzkéw zwierzeta byty giodzone 16h. Szczury w grupie
kontrolnej otrzymaty nosnik. Pozostate grupy zwierzat otrzymaty badane czgsteczki w dawce
10 mg/kg. Zwiazki zostaty podane w objetosci 0,2 ml/100 g masy ciata dozotagdkowo (po, tac.
per 0s) za pomocy sztywnej sondy. Rozpuszczalnik (nosnik) stanowit wodny roztwér 0,5%
metylocelulozy i 2% Tween. Krew oraz mdézg byty pobierane w punktach 15 min, 30 min, 1h,
2h oraz 4h po podaniu zwigzkdéw. Bezposrednio przed pobraniem krwi zwierzeta byly
wprowadzane w stan narkozy (2-3% wziewny izofluran). W kazdym z podanych punktéw
czasowych krew byta pobierana z serca w objetosci 2,6 ml. Krew zostata pobrana do probéwek
zawierajacych K3EDTA iodwirowana (2000 g, 15 min, w temperaturze pokojowej) w celu
separacji osocza, ktore zostato przeniesione do probéwek schtodzonych uprzednio w suchym
lodzie. Osocze byto przechowywane w temperaturze -80°C do czasu analizy. Po catkowitym
skrwawieniu z serca wypreparowywano mozg. Jedng potkule mrozono natychmiast w -80°C
celem przekazania do badan farmakodynamicznych, a drugg, po dwukrotnym przeptukaniu
solg fizjologiczng i dodaniu wody w objetos$ci 3 ml na kazdy gram tkanki, homogenizowano,

mrozono w -80°C i przekazywano do badan farmakokinetycznych.

3.6.2 Pomiar stezen zwigzkdw w badaniu przesiewowym

Pomiar stezenia analitow zostafo zlecone Laboratorium Bioanalityczne firmy Blirt S.A.
Osocze oraz homogenaty mdzgu byty rozciericzane w metanolu do uzyskania odpowiednich
stezen (5 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 500 ng/ml, 1000 ng/ml, 2500 ng/ml) i kolejno
mieszane z roztworem acetonitrylu w stosunku 1:10 z dodatkiem wzorca wewnetrznego
(drotaweryna dla CPL500012, CPL500032 i MP-10 lub CPL500032 dla CPL500020 i CPL500036)
w celu ekstrakcji analitéw do prébek. Po odwirowaniu (4000 g, 6 min, 5°C) nadsgcz byt

rozcienczany w fazie ruchomej (0,1% roztwdr kwasu mréwkowego) celem rozpoczecia analizy.
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Pomiary dla CPL500012, CPL500032 i MP-10 przeprowadzono z wykorzystaniem
chromatografu cieczcowego (Thermo Finnigan) i spektrometru masowego typu potréjny
kwadrupol (Thermo Scientific). Rozdziat chromatograficzny byt prowadzony na kolumnie
Hypersil BDS, 1x50 mm, 5 um (Thermo Scientific) w temperaturze 25°C przez 4,5 min przy
przeptywie 0,2 ml/min. Objetos¢ nastrzyku wynosita 2 pl, a sktad fazy ruchomej to: bufor A
(0,1% kwas mrowkowy) oraz bufor B (acetonitryl + 0,1% kwas mréwkowy). Monitorowane
przejscia jonowe dla zwigzkéw to: 341,1 -> 80,29; 341,1 -> 194,05 (CPL500012), 348,06 ->
80,29; 348,06 -> 107,19 (CPL500032), 395,12 -> 115,22; 395,12 -> 143,06 (MP-10), 398,20 ->
326,09; 398,20 -> 354,14 (drotaweryna). W celu uzyskania jonizacji zwigzku wykorzystano
zrodto ESI (jonizacja elektrosprejem), napiecie na kapilarze wynosito 3500V, a temperatura
gazu 150°C.

Pomiary dla CPL500020 i CPL500036 przeprowadzono z wykorzystaniem
chromatografu cieczowego Ultimate 3000 RS (Dionex) i spektrometru masowego typu
kwadrupol i analizator czasu przelotu micrOTOF-Q Il (Bruker). Rozdziat chromatograficzny byt
prowadzony na kolumnie Kinetex 1.7u C18 100A, 2.1x50 mm (Phenomenex), w temperaturze
40°C przez 6 min przy przeptywie 0,3 ml/min. Objetos$¢ nastrzyku wynosita 5 pl, a sktad fazy
ruchomej to: bufor A (0,1 % kwas octowy) oraz bufor B (acetonitryl). Monitorowano jony
o stosunku masy do tadunku (m/z): 342,14 (CPL500020); 342,14 (CPL500036); 348,11
(CPL500032). W celu uzyskania jonizacji zwigzku wykorzystano zrodto ESI (jonizacja
elektrosprejem), napiecie na kapilarze wynosito 4500V, a temperatura gazu 200°C.

Stezenie zwigzkdow w probach okreslono na podstawie przygotowanej krzywej
kalibracyjnej, uzyskane wartosci zostaty znormalizowane w odniesieniu do zastosowanego

standardu wewnetrznego.

3.6.3 Analiza fosforylacji GluR1 metoda Western blot
3.6.3.1 Przygotowanie lizatéw

Zamrozona potkula moézgu byta rozmrazana na lodzie, a nastepnie preparowano
prazkowie i je wazono. Dla tkanek zwierzat uzyskanych po podaniu nosnika oraz zwigzkéw MP-
10, CPL500012 i CPL500032 w kolejnym kroku dodawano buforu RIPA z inhibitorami proteaz
i fosfataz w objetosci 10 pl na 1 mg tkanki i homogenizowano przy uzyciu homogenizatora
recznego przez 1 min, na lodzie. Nastepnie homogenaty odwirowano (8000 g, 10 min)

w temperaturze 4 °C w celu oczyszczenia probek z pozostatosci fragmentow tkanek.
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W nastepnym kroku w tak otrzymanych lizatach dokonywano pomiaru stezenia biatka metoda
wykorzystujgcg kwas bicinchionowy (BCA) z uzyciem zestawu BCA Protein Assay Kit (Pierce).
Kolejno do lizatéw dodawano 2 razy stezony bufor Laemmliego i po denaturowaniu w 95°C
przez 5 minut przechowywano w temperaturze -80°C. Do tkanek uzyskanych po podaniu
nosnika oraz CPL500036 byt dodawany kwas trichlorooctowy (TCA) w objetosci 10-krotnosci
masy prazkowia. Nastepnie prazkowie homogenizowano kolejno przy uzyciu homogenizatora
recznego przez 1 min, na lodzie oraz przy uzyciu homogenizatora ultradzwiekowego przez
5 min. W kolejnym kroku homogenaty odwirowano (150 g, 10 min) w temperaturze 4°C. Osad
byt ptukany 3-krotnie eterem (SigmaAldrich) i prébka byta kazdorazowo krétko odwirowywana
(10000 g, 305, 4°C). Pozostaty eter odparowywano w 40°C przez 5 min. Kolejno dodawano 500
ul zimnego acetonu (SigmaAldrich) zawierajgcego 20 mM ditiotreitol (DTT) i probke mieszano
przez 1 min. Po odwirowaniu (15000 g, 10 min) w temperaturze 4 °C nadsacz byt usuwany
a pozostaty aceton odparowywany przez 10 min w temperaturze pokojowej. Osad byt
rozpuszczany w roztworze Laemmliego zawierajgcego B-merkaptoetanol w objetosci 1 ul
na 1 mg tkanki przez noc w 4°C. Kolejno prébki denaturowano w 95°C przez 5 minut

i przechowywano w temperaturze -80°C.

3.6.3.2 Oznaczenie stezenia biatek

Stezenie biatka w lizacie biatkowym w buforze RIPA z inhibitorami proteaz i fosfataz
oznaczano kolorymetrycznie przy uzyciu zestawu BCA Protein Assay Kit (Pierce) na podstawie
krzywej standardowej sporzgdzone w oparciu o znane stezenia roztworu albuminy bydlecej
(ang. bovine serum albumin, BSA). W pierwszej kolejnosci przygotowano serie rozciericzen dla
krzywej standardowej roztworu BSA w buforze RIPA. Krzywa byta przygotowywana dla
7 stezen w zakresie 25-2000 mg/ml. Nastepnie, przygotowywano roztwor roboczy BCA
mieszajgc ze sobg odczynnik A i B w stosunku 1:50, ktory naktadano na dotki ptytki 96-
dotkowej w objetosci 200 ul. Nastepnie do odpowiednich dotkéw dodawano 10 pl roztworéw
standardéw oraz badanych lizatéw biatkowych. Ptytke umieszczono nastepnie w wytrzgsarce
orbitalnej i reakcje inkubowano przez 30 min w 37°C po czym zmierzono absorbancje przy

dtugosci fali 562 nm z uzyciem czytnika ptytkowego (Multiscan™, ThermoFisher Scientific).
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3.6.3.3 Elektroforeza biatek w zelu poliakryloamidowym w warunkach denaturujgcych
(SDS-PAGE)

Elektroforeze biatek w zelu denaturujgcym (ang. Sodium Sodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) prowadzono zgodnie z procedurg opisang
przez Laemmliego (Laemmli, 1970), uzywajgc systemu Mini-Protean TetraCell (Bio-Rad).
Elektroforeza byta prowadzona w zelu dwuwarstowym, nieciggtym o grubosci 1,5 mm. Zel
zageszczajacy o dtugosci okoto 2 cm zawierat 5% roztworu akryloamidu/bis-akryloamidu (29:1)
10,125 M Tris-HCl (pH 6,8), natomiast zel rozdzielajgcy zawierat 10% roztwor akryloamidu/bis-
akryloamidu (29:1) i 0,375 M Tris-HCI (pH 8,8). Oba zele zawieraty dodatek 0,1% SDS. Na zel
naktadano 20 pg biatka z lizatu biatkowego uzyskanego po przygotowaniu za pomocg buforu
RIPA lub 2 ul lizatu biatkowego przygotowanego ekstrakcja TCA. Jako standardu mas
czasteczkowych biatek uzyto Precision Plus Protein Kaleidoscope Prestained Protein Standard

(10-250 kDa Biorad).

3.6.3.4 Western blotting

Po zakonczeniu elektroforezy biatka przenoszono z zelu na membrane nitrocelulozowg
metodg elektrotransferu (100V, 60 min) w aparacie Mini-Protean TetraCell (Bio-Rad)
w buforze do transferu. Nastepnie, membrany przeptukiwano w TBS-T i blokowano wolne
miejsca na membranie moggce niespecyficznie wigzac biatka w roztworze 5 % odttuszczonego
mleka w proszku w TBS-T, przynajmniej przez dwie godziny w temperaturze pokojowe;j.
Membrany inkubowano przez noc w temperaturze 4°C z odpowiednim przeciwciatem
pierwszorzedowym w roztworze 5 % odttuszczonego mleka w proszku w TBS-T (Tabela 3). W
kolejnym dniu membrane ptukano w roztworze TBS-T, anastepnie inkubowano z
przeciwciatem drugorzedowym sprzezonym z HRP w roztworze 5% odttuszczonego mleka
proszku w TBS-T przez dwie godziny w temperaturze pokojowej (Tabela 3). Po tym czasie
membrany przeptukano w TBS-T. Analizowane biatka wizualizowano metodg
chemiluminescencji a sygnat rejestrowano na kliszach fotograficznych. Odczyt
densytometryczny wykonano za pomocg programu GeneSnap (Syngene). Kazde
doswiadczenie Western blot zostato powtérzone przynajmniej dwukrotnie ze zmiang
kolejnosci probek w czasie elektroforezy. Uzyskany sygnat dla form ufosforylowanych biatka
oraz dla biatka catkowitego byt normalizowany wzgledem B-tubuliny, a nastepnie wyznaczano

stopien fosforylacji poprzez obliczenie stosunku sygnatu biatka ufosforylowanego do biatka
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catkowitego. Normalizacja pomiedzy kolejnymi powtdrzeniami byta wykonywana poprzez
odniesienie sygnatéw do probki normalizacyjnej (prébka badana we wszystkich wybranych

powtdrzeniach).

Tabela 3 Lista przeciwciat stosowanych w metodzie Western blot.

Producent i nr
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3.7 Rozszerzone badania farmakokinetyczne
3.7.1 Model zwierzecy, podanie CPL500036 i pobranie materiatu do analiz

Podanie, usmiercenie oraz pobranie tkanek zostato wykonane w przez personel
Tréjmiejskiej Akademickiej Zwierzetarni Doswiadczalnej Centrum Badawczo-Ustugowego
(TAZD — CBU) Gdanskiego Uniwersytety Medycznego. Doswiadczenie zostato przeprowadzone
zgodnie z wytycznymi i za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do spraw Doswiadczen
na Zwierzetach w Bydgoszczy (uchwata nr 3/2015 z dnia 23.03.2015).

Do doswiadczenia wykorzystano samce z hodowli niekrewniaczej szczuréw szczepu
Wistar Han w wieku okoto 10 tygodni pochodzacych z hodowli TAZD — CBU Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego. Szczury utrzymywano w standardowych klatkach hodowlanych,
z wolnym dostepem do wody i pozywienia, w 12-godzinnym rytmie Swiatto/ciemnosc.
Zwierzeta byty gtodzone przez 12 godzin przed podaniem zwigzku. CPL500036 byt podawany
w wodnym roztworze 0,5% metylocelulozy i 2% Tween 80.

CPL500036 w dawce 0,3 mg/kg zostat podany 5 szczurom dozylnie (iv, ang.
intravenous) w objetosci 0,2 ml na 100g masy ciata. Nastepnie pobierano krew w objetosci ok.
200 pl/pobranie w siedmiu punktach czasowych: 10 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 7h oraz 12h liczac

od momentu podania zwigzku.
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W celu zbadania penetracji bariery krew-mozg 40 osobnikdow otrzymato dozotgdkowo
CPL500036 w dawce 3 mg/kg w objetosci 0,5 ml na 100 g masy ciata. W o$Smiu punktow
czasowych: 15 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 7h, 12h i 24h — liczagc od momentu podania preparatu
— skrwawiano catkowicie z serca po pie¢ szczurow na kazdy punkt czasowy, a nastepnie
pobierano od nich mdzgi. Pobrane mdzgi wazono, ptukano dwukrotnie duzg iloscig soli
fizjologicznej i homogenizowano w jatowej, schtodzonej wodzie (w proporcji 3 mlwodynalg
mdzgu). Homogenaty mrozono w temperaturze -80°C.

W celu zbadania dawkozaleznosci, 20 osobnikéw otrzymato dozotgdkowo CPL500036
w dawkach 0,75 mg/kg, 1,5 mg/kg, 3 mg/kg i 6 mg/kg w objetosci 0,5 ml na 100 g masy ciata.
Nastepnie pobierano krew w objetosci ok. 150 pl na pobranie w siedmiu punktach czasowych:
15 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 7h, 12h oraz 24h liczagc od momentu podania zwigzku. Krew
pobierano do probéwek z K3EDTA. Pobrane prébki zwirowano (2000 g, 15 min, 4°C). Uzyskane

osocze przechowywano w temperaturze -20°C.

3.7.2 Pomiar stezen zwigzkéw

Pomiar stezenia analitéw zostato wykonane przez Laboratorium Bioanaliz firmy Celon
Pharma S.A. Do 50 pl prébki osocza lub homogenatu mézgu dodawano 150 pl roztworu
ekstrakcyjnego sktadajgcego sie z acetonitrilu i wzorca wewnetrznego (donepezil). W kolejnym
kroku prébki wytrzgsano przez 2 min, a nastepnie wirowano przez 4 min przy 4000 g, wszystkie
etapy prowadzono w temperaturze pokojowej. Nadsgcz przenoszono (ok. 150 ul) do fiolek
autosamplera. Pomiary przeprowadzono z wykorzystaniem chromatografu cieczowego
(Infinity 1260, Agilent) i spektrometru masowego typu potrdjny kwadrupol (6460 Agilent).
Rozdziat chromatograficzny byt prowadzony na kolumnie Zorbax SB 50x2,1; 1,8um (Agilent)
w temperaturze 30°C przez 7,5 min przy przeptywie 0,4 ml/min. Objetos¢ nastrzyku wynosita
5 ul, a sktad fazy ruchomej to: bufor A (20 mM mréwczan amonu pH=3,0) oraz bufor B
(acetonitryl z 0,1% kwasem mrowkowym). Akwizycja danych na spektrometrze masowym
prowadzona byta przez 5,5 min dla dwdch zwigzkéw w trybie MRM (Multiple Reaction
Monitoring), monitorowane przejscia jonowe dla zwigzkow to: 342,0 -> 220,9; 342 -> 235,9
(CPL500036) oraz 380,5 ->362,9; 380,5 -> 243,5 (Donepezil). W celu uzyskania jonizacji zwigzku
wykorzystano zrédto ESI (jonizacja elektrosprejem), napiecie na kapilarze wynosito 5500V,

a temperatura gazu 320°C. Stezenie zwigzku (CPL500036) w prébach okreslono na podstawie
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przygotowanej krzywej kalibracyjnej, uzyskane wartosci zostaty znormalizowane

w odniesieniu do zastosowanego standardu wewnetrznego.

3.7.3 Analiza parametréw farmakokinetycznych

Stezenia zwigzkdw w osoczu i mozgu zostaty obliczcone wg nastepujacych procedur
i wzorow:
Cmax - Osiggniete stezenie maksymalne — srednie stezenie maksymalne uzyskane w danym
punkcie czasowym.
tmax- Czas osiggniecia stezenia maksymalnego — odpowiada punktowi czasowemu, dla ktérego
osiggnieto stezenie maksymalne.
AUC(0,25-an) — pole powierzchni pod krzywg w czasie 15 min do 4h po podaniu zwigzku.
AUC(o.t) — pole powierzchni pod krzywg w czasie 0 min do ostatniego punktu pomiarowego.
AUC(0-inf) — pole powierzchni pod krzywa w czasie 0 min do nieskoriczonosci.
AUC dla podan przyzyciowych jest srednig wartosci AUC dla kolejnych osobnikéw i zostato
obliczone metodga trapezow (Grabowski, 2010). AUC dla pozostatych podan zostato obliczone
metodg opisang przez Bailera (Bailer i Ruberg, 1996).
C,0 — stezenie poczatkowe wyznaczono z ponizszego wzoru:
C,0 = e” (5)
gdzie: b — punkt przeciecia prostej funkcji logarytmy stezenia od czasu logarytmu z
osigy
kel — statg eliminacji wyznaczono z ponizszego wzoru:
kg = —a (6)
gdzie: a — nachylenie prostej funkcji logarytmu stezenia od czasu.

ty — czas pofowicznej eliminacji wyznaczono z ponizszego wzoru:

In (2)
ti2 = k., (7)
Vb — objetos¢ dystrybucji wyznaczono z ponizszego wzoru:
A
Vp = m (8)

gdzie: A — podana masa zwigzku.

Cliot— klirens catkowity wyznaczono z ponizszego wzoru:
A

- £ 9
Cliot YiiTs (9)
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F — biodostepnos¢ wyznaczono z ponizszego wzoru:
AUC,, * D;
= #*D:; (10)
gdzie: AUC — AUC po podaniu dozotgdkowym (po) lub dozylnym (iv)
D - dawka po podaniu doustnym (po) lub dozylnym (iv)
B/P — stosunek stezenia w mdzgu do stezenia we krwi wyznaczono z ponizszego wzoru:

AUCpezg

_mozg (11)
AUCOSOCZ@

B/PAUC =

C ,
B/Pemax = —maxmezg) (12)

Cmax (osocze)
Proporcjonalnos¢ wzrostu ekspozycji (AUCp.iny) Oraz stezenia maksymalnego (Cmax)

zostata przeanalizowana metodg zaprezentowang przez Smith i in. (2000).

3.8 Badanie farmakodynamiczne
3.8.1 Model zwierzecy, podanie zwigzkéw i pobranie materiatu do analiz

Podanie, usmiercenie oraz pobranie tkanek zostato wykonane przez personel Zakfadu
Farmakologii Doswiadczalnej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej Polskiej
Akademii Nauk (PAN). Doswiadczenie zostato przeprowadzone zgodnie z wytycznymi
i za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej do spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Warszawie
(uchwata nr 10/2015 z dnia 20.02.2015).

Do doswiadczenia wykorzystano samce szczuréw szczepu Sprague-Dawley w wieku
okoto 10 tygodni pochodzacych z hodowli Zwierzetarni Instytutu Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN. Szczury utrzymywano w standardowych klatkach
hodowlanych, z wolnym dostepem do wody i pozywienia, w 12-godzinnym rytmie
$wiatto/ciemnosé. CPL500036 byt podawany w wodnym roztworze 0,5% metylocelulozy i 2%
Tween 80, TAK-063 w roztworze 0,5% metylocelulozy w wodzie, MP-10 w zakwaszonym
wodnym roztworze 0,5% metylocelulozy i 2% Tween 80, SKF82958 w soli fizjologicznej
zdwiema kroplami Tween 80, haloperidol w roztworze 0,5% metylocelulozy w soli
fizjologicznej. CPL500036, TAK-063 i MP-10 byty podawane dozotgdkowo, SK82958
i haloperidol dootrzewnowo. Zwierzeta w wybranych punktach czasowych byty usmiercane

skupiong wigzkg mikrofal w urzadzeniu Microwave Fixation System (Muromachi). Kolejno

47



MATERIALY | METODY

preparowano mozgiiizolowano prazkowie, kore mézgows i hipokamp, ktére przechowywano

w -80°C.

3.8.2 Stezenie cyklicznych nukleotydow
3.8.2.1 lzolowanie frakcji zawierajacej cykliczne nukleotydow

Izolowanie frakcji zwierajgcej cykliczne nukleotydy prowadzono wg protokotu Cyclic
AMP ELISA Kit (Cayman). Do tkanek dodawano 5% roztwér wodny kwasu trichlorocotowego
(TCA) (Sigma) w objetosci 5 ml/g tkanki. Po recznej homogenizacji i zwirowaniu 1500 g, 10 min,
w temperaturze pokojowej, ekstrahowano TCA za pomocg nasyconego roztworu wodnego
eteru. Po dodaniu eteru prébke mieszano i nastepnie usuwano gorng faze roztworu.
Po trzykrotnym ptukaniu resztki eteru usuwano poprzez odparowanie w 70°C przez 7 min.

Probki przechowywano w -80°C

3.8.2.2 Pomiar stezenia cyklicznych nukleotydéw

Stezenie cAMP i cGMP mierzono testem immunoenzymatycznym (ang. enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) za pomocg zestawu Cyclic AMP ELISA Kit lub Cyclic GMP ELISA
Kit (Cayman). Przed pomiarem prébki rozcieiczano piecokrotnie w buforze reakcyjnym.

Pomiar byt wykonywany zgodnie z instrukcjg producenta.

3.8.3 Badanie ekspresji genow
3.8.3.1 lzolowanie RNA

Izolowanie RNA byta wykonywana przy pomocy zestawu Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen)
wg zalecen producenta. Tkanka odpowiednich struktur byta homogenizowana recznie w 100
ul odczynnika Qiazol, a nastepnie rozcienczana przez dodanie 900 pl odczynnika Qiazol. Elucje

RNA prowadzono w 30 ul wody, a eluat przechowywano w -80°C.

3.8.3.2 Ocena jakosciowa i iloSciowa RNA

RNA byto oceniane jakosciowo i iloSciowo za pomocg zestawu RNA 6000 Nano Kit
(Agilent) z wykorzystaniem aparatu Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent) zgodnie z instrukcja
producenta. Po zakoniczonej elektroforezie probki oceniano pod wzgledem degradacji przy
pomocy parametru integralnosci RNA (ang. RNA integrity numer, RIN) i stezenia RNA w prébce.

Wszystkie prébki przekraczaty minimalny akceptowalny prog parametru RIN wynoszacy 5.
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3.8.3.3 Synteza cDNA

Synteza cDNA byta prowadzona przy pomocy zestawu Prime Script RT Master Mix
(Perfect Real Time, Takara). Reakcja byta prowadzona w 10 ul koricowej objetosci mieszaniny
reakcyjnej, a matryce stanowito 500 ng RNA (Tabela 4). Reakcja byta prowadzona w 37°C przez
15 min, a nastepnie przerywano jg poprzez inaktywacje odwrotnej transkryptazy przez

inkubacje w 85°C przez 5s. cDNA przechowywano w temperaturze -20°C.

Tabela 4 Sktad mieszaniny reakcyjnej dla reakcji odwrotnej transkrypcji

Sktadnik llosé/objetosé (1 reakcja)

RNA 500 ng

H.O do koricowej objetosci 8 pl

Prime Script RT Master Mix 2x

2 ul
(Perfect Real Time) a

3.8.3.4 Wybér gendw referencyjnych dla badan ekspresji genéw

Wybodr gendw referencyjnych zostat dokonany przy pomocy zestawu geNorm Reference Gene
Selection Kit (Primerdesign). W reakcji wykorzystano cDNA powstate na matrycy RNA wyizolowanego
z tkanek zwierzat, ktére otrzymaty CPL500036, haloperidol, SKF82958 lub nosnik i zostaty usmiercone
po 4h od podania zwiazkow skupiong wigzkg mikrofal (patrz 3.8.1). Reakcje prowadzono wg instrukcji
producenta w objetosci 15 pl za pomocg GoTag® Green MasterMix (Promega). Do detekcji produktéw
reakcji uzywano fluorochromu SYBR Green. Sktad mieszaniny zaprezentowano w Tabeli 5.

Tabela 5 Sktad mieszaniny reakcyjnej dla reakcji qRT-PCR majacej na celu wyboér genéw referencyjnych

Sktadnik Objetosc¢ (1 reakcja)

cDNA rozcienczone 10x 1ul

Startery Primerdesign 2x 1l

Master Mix (GoTaq® Green 10 4l
MasterMix, Promega)

H20 2,5ul

ROX/CRX (Promega) 0,5 ul
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Reakcja byta prowadzona w urzadzeniu StepOnePlus (Applied Biosystems) wg nastepujacego

programu:

Tabela 6 Program reakcji wyboru gendw referencyjnych

Temperatura Czas Komentarze
95°C 10s 1x
95°C 10s

40x
60°C 60s
95°C 10s
60°C 60's Krzywa
topnienia
95°C 10s

Rakcja zostata przeprowdzona dla genéw: Mdh1, B2m, Rpl1, Ubc, Gapdh, Cycl, Ywhaz,
Actb, Atp5b, Canx, Topl, 18s (sekwencje starterow w zestawie geNorm sg nieujawnione).

Analize wyboru gendw referencyjnym przeprowadzono w programie qgbase+
(Biogazelle). Stabilnos¢ ekspresji byta oceniana przy pomocy parametru sredniej stabilnosci
geNorm M - wartos$¢ tego parametru ponizej lub rowna 0,2 wskazuje na bardzo wysoka
stabilnos¢ ekspresji danego genu — oraz parametru geNorm V — wartos$¢ geNorm V ponizej
0,15 dla danego pordwnania wariacji liczby gendw referencyjnych oznacza brak potrzeby

stosowania dodatkowych genéw referencyjnych w reakcji qRT-PCR.

3.8.3.5 Analiza ekspresji gendw wczesnej odpowiedzi metoda llosciowej tancuchowej
reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym (qRT-PCR)

Analiza ekspresji gendw byfta prowadzona metodg wykorzystujgcg sondy TagMan
(ThermoFischer) (Tabela 7) oraz bufor reakcyjny TagMan Fast Advanced Master Mix (2x)

(ThermoFischer). Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 10 ul (Tabela 8)

Tabela 7 Lista sond TagMan

Symbol genu Gatunek pro[c)itll'(gtc:xsfbp) barwnik Nr k:(t)anlgsowy
c-Fos Szczur 58 FAM-MGB Rn02396759_m1
Arc Szczur 119 FAM-MGB Rn00571208 gl
Npas4 Szczur 78 FAM-MGB Rn01454622 g1
Egr-1 Szczur 64 FAM-MGB Rn00561138 m1l
Mdh1 Szczur 74 FAM-MGB Rn00583661_m1
B2m Szczur 58 FAM-MGB Rn00560865_m1
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Tabela 8 Sktad mieszaniny reakcyjnej dla reakcji qRT-PCR

Sktadnik Objetosc¢ (1 reakcja)

cDNA rozcienczone 100x 2 ul
Sonda TagMan 0,5 ul

Master Mix (GoTaq® Green MasterMix, Promega) 5ul
H.0 2,5ul

Objetosc reakgji 10 pl

Reakcja byta prowadzona w urzgdzeniu StepOnePlus (Applied Biosystems) na ptytkach
96-dotkowych wg nastepujacego programu:

Tabela 9 Program reakcji qRT-PCR

Temperatura Czas Komentarze
95°C 20s 1x
95°C 1s

40x
60°C 20s
4°C oo 1x

3.9 Analiza statystyczna

Analize statystyczng danych przeprowadzano przy uzyciu programu GraphPad Prism 7.
Wyniki na wykresach zostaty przedstawione jako srednia + odchylenie standardowe (SD) lub
jako srednia + zakres w badaniach farmakokinetycznych. Do oceny istotnosci statystycznej
réznic pomiedzy wariantami doswiadczalnymi zastosowano odpowiednie testy statystyczne.
Normalno$é rozktadu testowano za pomocag testu Shapiro-Wilka. Do oceny istotnosci
statystycznej rdéznic pomiedzy wiecej niz dwiema grupami o rozktadzie odbiegajgcym
od normalnego, stosowano test Kruskala-Wallisa z post-testem Dunna. Dla grup o rozktadzie
normalnym, przy poréwnywaniu dwdch zmiennych niezaleznych, do analiz uzywano
dwuczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z testem poréwnan wielokrotnych Bonferroniego
lub Dunneta. Dla wszystkich testéw statystycznych zastosowano nastepujgce oznaczenia

poziomow istotnosci: * - p < 0,05; ** - p <0,01; *** - p < 0,001.
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4 WYNIKI

4.1 Badania przesiewowe w poszukiwaniu drobnoczasteczkowego zwigzku
wiod3acego hamujgcego aktywnos¢ PDE10A

4.1.1 Badanie rozpuszczalnosci

Badania przesiewowe w poszukiwaniu inhibitorow PDE10A zostaty rozpoczete od
analizy rozpuszczalnosci zwigzkéw w dimetylosulfotlenku (DMSO) w stezeniu 10 mM.

Z 23 zwigzkow rozpuszczalne w tym stezeniu byty 21 zwigzki (Tabela 10).

4.1.2 Badanie inhibicji PDE10A oraz PDE1C

W celu okreslenia zdolnosci czasteczek do inhibicji PDE10A, zostato wyznaczone ICsp
w tescie enzymatycznym z wykorzystaniem rekombinowanego enzym. Do dalszych testéw
zostaty zakwalifikowane wszystkie zwigzki, ktorych wartosé 1Cso byta réwna lub nizsza 1 uM
(Tabela 10).

W celu oceny wstepnej selektywnosci, 19 zwigzkéw chemicznych zostato
przebadanych pod wzgledem aktywnosci wobec PDE1C - przedstawiciela rodziny
fosfodiesteraz wybranego na podstawie zblizonej budowy strukturalnej do PDE10A. Wszystkie
przebadane struktury wykazaty brak hamowania aktywnosci PDE1C do stezenia 10 uM (Tabela
10).
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Tabela 10. Badanie przesiewowe rozpuszczalnosci, aktywnosci i selektywnosci. Biblioteka zwigzkow, wraz
z przypisang grupg chemotypu, dla ktérych okreslono rozpuszczalno$é w 10 mM DMSO oraz wyznaczono wartosci
I1Cs0 wzgledem enzymoéw PDE10A oraz PDE1C. Doswiadczenia nie byty kontynuowane dla CPL500035 i CPL500039
ze wzgledu na brak rozpuszczalnosci. CPL50008 i CPL500017 ze wzgledu na brak aktywnosci wzgledem PDE10A
nie byt uwzgledniony w badaniu selektywnosci. Zw. ref. — zwigzek referencyjny

Nazwa zwigzku Grupa Rozpuszczalny ICso PDE10A [uM] ICso PDE1C [uM]
CPL500007 A Tak 0,08 >10
CPL500008 A Tak >1 -
CPL500010 A Tak 0,79 >10
CPL500012 B Tak 0,05 >10
CPL500013 A Tak 0,20 >10
CPL500014 A Tak 0,84 >10
CPL500015 D Tak 0,38 >10
CPL500017 D Tak >1 -
CPL500020 M Tak 0,10 >10
CPL500021 J Tak 0,77 >10
CPL500024 C Tak 0,32 >10
CPL500026 E Tak 0,27 >10
CPL500027 B Tak 0,04 >10
CPL500028 B Tak 0,17 >10
CPL500029 B Tak 0,06 >10
CPL500030 B Tak 0,05 >10
CPL500032 B Tak 0,08 >10
CPL500034 A Tak 0,41 >10
CPL500035 B Nie - -
CPL500036 N Tak 0,04 >10
CPL500037 K Tak 0,58 >10
CPL500039 B Nie - -
CPL500040 F Tak 0,88 >10

MP-10 Zw. ref. Tak 0,09 -
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4.1.3 Wybor zwigzkéow do badan in vivo na podstawie analizy in silico

Ze wzgledu na skuteczne hamowanie aktywnosci enzymu (19 czgsteczek wykazato
powinowactwo do PDE10A ponizej 1 uM) i selektywnos¢ zwigzkdw -, selekcja najbardziej
obiecujacych struktur zostata wsparta obliczeniami in silico przeprowadzonymi przez Dziat
Chemii Medycznej Celon Pharma S.A.

Zwigzek chemiczny, ktéry moze stac sie lekiem, musi sie charakteryzowaé nie tylko
wysokim powinowactwem do wybranego celu terapeutycznego czy tez selektywnoscia
swojego dziatania, ale réwniez posiada¢ odpowiednie wtasciwosci fizyko-chemiczne, ktére
przektadajg sie na zachowanie zwigzku w organizmie np. na farmakokinetyke. Te wtasciwosci
mogg zosta¢ obliczone na podstawie struktury danego zwigzku. W zwigzku z tym aktywne
zwigzki zostaty opisane za pomocg deskryptorow molekularnych, ktore postuzyty do obliczenia
wartosci wieloparametrowej optymalizacji (MPO, ang. multiparameter optimization) (Wager i
in., 2010). Wartosci MPO zostaty skorelowane z wartosciami ICsp i stosujgc analize Pareto
maksymalizujgcg wartosci MPO i minimalizujgcg wartosci ICso (Obayashi i in., 2004), zwigzki
zostaty przypisane do kolejnych rang 1-6 (ranga 1 odpowiada najbardziej pozgdanym
wiasciwosciom). Analiza Pareto zostata wykonana przez Dziat Chemii Medycznej Celon Pharma
S.A. a wyniki tej analizy zostaty poddane opracowaniu w obrebie niniejszej pracy.

W obrebie grupy chemotypu A do analizy wybrano zwigzek CPL500007 oraz
CPL500013. Oba zwiazki posiadaty ranking 4 w analizie Pareto. W grupie A zwigzek CPL500014
posiadat wyzszy ranking - 3, jednak ze wzgledu na wysoka wartosc¢ 1Cso, 0,84 uM wobec 0,08
uM dla CPL500007 i 0,20 uM dla CPL500013, uznano te pochodng jako nierokujgcg. Z grupy
chemotypu B zostato wybranych 3 przedstawicieli: CPL500029 i CPL500032 o randze 2
w analizie Pareto oraz CPL500012 o randze 3. Zwigzek CPL500030, mimo rangi 2, ze wzgledu
na identyczny podstawnik w strukturze jak zwigzek CPL500007 nie zostat zakwalifikowany do
dalszych badan. Natomiast zwigzek CPL500012 posiadat nizszg wartos¢ ICsp niz CPL500028.
Zwigzki CPL500020, CPL500024 oraz CPL500036 zostaty wybrane jako jedyni przedstawiciele
swoich klastrow. Przedstawiciele grup D, E, FiJ, K zostali okresleni jako nierokujgcy ze wzgledu
na problemy wystepujace w czasie syntezy. Ponadto zwigzki z tych grup charakteryzowaty sie
réowniez niskim rankingiem w analizie Pareto, bedgc maksymalnie zakwalifikowane w randze
5. tacznie do dalszych doswiadczen wybrano osiem struktur bedgcych przedstawicielami 5

grup chemotypéw (Tabela 11).
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Tabela 11 Wybér czasteczek o najwiekszym potencjalne rozwoju na podstawie rankingu Pareto
maksymalizujgcego wartosci MPO i minimalizujgcego wartosci ICso. Kolorem szarym zostaty zaznaczone zwigzki
wybrane do dalszych analiz.

Nazwa zwigzku Grupa Ranga Pareto
CPL500007 A 4
CPL500010 A 7
CPL500013 A 4
CPL500014 A 3
CPL500034 A 5
CPL500012 B 3
CPL500027 B 4
CPL500028 B 3
CPL500029 B 2
CPL500030 B 2
CPL500032 B 2
CPL500024 C 6
CPL500015 D 6
CPL500026 E 5
CPL500040 F 8
CPL500021 J 7
CPL500037 K 6
CPL500020 M 3
CPL500036 N 1

4.1.4 Badania stabilno$ci metabolicznej

Kolejnym kryterium wykorzystanym do dalszej selekcji molekut jako potencjalnych
kandydatow na lek, byto okreslenie ich stabilnosci metabolicznej. Stabilnos¢ metaboliczna jest
wstepnym doswiadczeniem oceniajgcym, czy dana czgsteczka moze ulegac rozktadowi przez
enzymy watrobowe i przez to ulegac szybkiej eliminacji w organizmie. Badanie stabilnosci
metabolicznej w mikrosomach szczurzych | fazy zostato zlecone w firmie Selvita S.A.

Najbardziej stabilnym zwigzkiem z najwyzszg wartoscig klirensu wewnetrznego byt
zwigzek CPL500020 (grupa chemotypu M), bedac stabilniejszym niz zastosowana
w doswiadczeniu kontrola — donepezil. Drugim i czwartym najbardziej stabilnym zwigzkiem
byty zwigzki z grupy chemotypu B: CPL500032 oraz CPL500012. Poréwnywalng stabilnos¢ do
ostatniej molekuty miat przedstawiciel grupy N — CPL500036 — trzeci najbardziej stabilny
zwigzek. Przedstawiciele grupy chemotypu A CPL500007 oraz CPL500013 okazaty sie by¢ mniej

stabilne niz najbardziej stabilne zwigzki z grup B, M i N. Zwigzek referencyjny MP-10
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wykazywat sie stabilnoscig zblizong do zwigzku CPL500012 (Tabela 12). Cztery najbardziej

stabilne zwigzki reprezentujgce trzy chemotypy zostaty wybrane do badan in vivo.

Tabela 12 Ocena stabilnosci metabolicznej wybranych zwigzkéw poprzez reakcje z mikrosomami szczurzymi.
Clint — klirens wewnetrzny, Tx — czas pottrwania. Zwigzki zostaty uszeregowane od najstabilniejszego do najmniej
stabilnego metabolicznie.

‘ 7 Clint
Zwigzek Grupa
min pl/min/mg

CPL500020 M 188,51 12,25
CPL500032 B 110,58 20,89
CPL500036 N 66,25 34,87
CPL500012 B 62,78 36,79
CPL500013 A 45,44 50,84
CPL500007 A 33,95 68,05
CPL500029 B 31,58 73,14
CPL500024 C 5,41 427,00

MP-10 Zwigzek referencyjny 60,94 37,90
Verapamil Kontrola - zwigzek niestabilny 8,76 263,62
Doneperzil Kontrola - zwigzek stabilny 110,45 20,92

4.1.5 Selekcja zwigzku wiodgcego na podstawie badan in vivo

4.1.5.1 Analiza profilu farmakokinetycznego w osoczu i w moézgu szczura po podaniu
dozotadkowym

Okreslenie wtasciwosci farmakokinetycznych zwigzku innowacyjnego jest niezbedne
do opisania jego zachowania w organizmie jak i potwierdzenia odpowiedniej ekspozycji
w miejscu docelowym. Wykonanie przesiewowych badan farmakokinetycznych pozwala na
wykluczenie zwigzkdéw, ktére nie spetniajg kryterium biodostepnosci po podaniu
dozotadkowym.

Badanie farmakokinetyczne dla czterech najbardziej stabilnych zwigzkéw (CPL500012,
CPL500020, CPL500032, CPL500036) oraz dla zwigzku referencyjnego MP-10 zostato
przeprowadzone na samcach szczuréw szczepu Wistar Han, ktére otrzymaty wybrane
substancje dozotgdkowo w stezeniu 10 mg/kg. Osocze oraz mozg do badan
farmakokinetycznych zostaty pobrane w punktach 15 min, 30 min, 1h, 2h oraz 4h po podaniu
zwigzku. Analiza farmakokinetyczng wykonano metodg HPLC — MS/MS. Podanie, usmiercenie

oraz pobranie tkanek zostato zlecone Centrum Medycyny Doswiadczalnej Uniwersytetu
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Medycznego w Biatymstoku, a analiza stezen zwigzkdow zostata zlecona Laboratorium
Bioanalitycznemu firmy Blirt S.A.

Zwigzki  byty analizowane pod wzgledem nastepujgcych  parametrow
farmakokinetycznych: maksymalnego stezenia (Cmax) analitu (danego zwigzku) w osoczu oraz
w mozgu, czasu od momentu podaniu zwigzku, w ktorym osiggane jest Cmax i tmax, pola
powierzchni pod krzywg w czasie 0,25-4h (AUCo,25.4n) oraz stosunku stezen w mdzgu i osoczu
W czasie tmax (B/P). Parametry farmakokinetyczne zostaty zaprezentowane w Tabeli 13
a przebieg krzywych farmakokinetycznych na Rycinie 7.

Zwigzek referencyjny MP-10 osiggnat ekspozycje wyrazong jako AUCo,25-4n O Wartosci
1275 ng*h/ml oraz maksymalne stezenie w osoczu (Cmax) 0 wartosci 705 ng/ml. Wszystkie
badane zwiazki osiggnety wyzsze wartosci stezenia maksymalnego w osoczu oraz ekspozycji
niz zwigzek referencyjny. Najwyzsze wyniki ekspozycji uzyskano dla zwigzku CPL500020
(AUCo 25-an = 6183 ng*h/ml; Cmax = 2175 ng/ml). W dalsze]j kolejnosci najwyzszg ekspozycje
uzyskat zwiazek CPL500012 (Cmax = 2500 ng/ml; AUCo2s4n = 5637 ng*h/ml), CPL500036
(AUCo 25-an = 3382 ng*h/ml; Cmax = 1381 ng/ml) oraz CPL500032 (AUCo 25-an = 2529 ng*h/ml;
Cmax = 1351 ng/ml). Wyniki uzyskane w wyniku pomiaru stezenia w mdzgu przebiegajg jednak
w innej kolejnosci. Zwigzek referencyjny MP-10 uzyskat wartos¢ ekspozycji w tkance
mobzgowej réowng 1057 ng*h/ml ze stezeniem maksymalnym wynoszacym 1142 ng/ml.
CPL500020 uzyskat najnizsze stezenie maksymalne (198 ng/ml) i najnizszg ekspozycje w mdzgu
(549 ng*h/ml), dwukrotnie nizszg niz dla zwigzku referencyjnego MP-10. Najwyzsze wartosci

2545

stezenia maksymalnego w tkance mdzgowej uzyskat zwigzek CPL500012 (AUCo,25-an

1769

ng*h/ml; Cmax = 1142 ng/ml). Pozostate zwigzki innowacyjne CPL500032 (AUCo,25-4n
ng*h/ml; Cmax = 669 ng/ml) oraz CPL500036 (AUC = 1750 ng*h/ml; Cmax = 659 ng/ml)
prezentowaty podobny profil farmakokinetyczny. Wszystkie zwigzki charakteryzowaty sie
wartosciami tmax W zakresie 1-2h. Czas osiggania wartosci maksymalnych stezen pomiedzy
osoczem i mozgiem nie roznit sie dla danych zwigzkéw. Poréwnanie wartosci stezen pomiedzy
osoczem a mdzgiem w postaci parametru B/P pozwala na ocene zdolnosci danego zwigzku do
penetrowania bariery krew-mozg. Najwyzszym stosunkiem stezenia w mdzgu do stezenia
w osoczu w punktach Cmax charakteryzowat sie zwigzek referencyjny MP-10 (B/P = 0,8). Zwigzki
CPL500012, CPL500032 i CPL500036 charakteryzowaty sie podobnym stosunkiem B/P, ktory
znajdowat sie w zakresie 0,46-0,6. Jedynie wartos¢ B/P dla CPL500020 byta niekorzystna
i wynosita 0,09.

57



WYNIKI

Uzyskane wyniki wskazujg na dobrg ekspozycje badanych zwigzkow po podaniu
dozotagdkowym zaréwno w osoczu jak i w mdzgu, z wytgczeniem CPL500020, ktdry mimo
wysokich stezen uzyskanych w osoczu, charakteryzowat sie niskimi stezeniami w tkance

maozgu.

Tabela 13 Wybrane parametry farmakokinetyczne zwigzkéw MP-10, CPL500012, CPL500020, CPL500032 oraz
CPL500036 po dozotadkowym podaniu w dawce 10 mg/kg. Cmax — Osiggniete stezenie maksymalne, tmax - czas
osiggniecia stezenia maksymalnego, AUC(1smint) — pole powierzchni pod krzywa w czasie wykonanych pomiardéw,
B/P (Cmax) — stosunek stezenia w médzgu do stezenia w osoczu dla stezert maksymalnych

Droga podania

MP-10 CPL500012 | CPL500020 | CPL500032 | CPL500036

Cmax (0socze) ng/ml 2500 2175 1119 1351
tmax (0SOCZE) h 1 1 1 2 2
AUCo,25.4n (0socze) ng*h/ml 1275 5637 6183 2529 3382
Crmax (Mozg) ng/g 562 1142 198 669 659

tmax (MOzg) h 1 1 1 2 2
AUC (mdzg) ng*h/ml 1057 2545 549 1769 1750
B/P (Cmax) - 0,80 0,46 0,09 0,60 0,49
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Rycina 7 Profile farmakokinetyczne zwigzkéw w badaniu przesiewowym. Profile farmakokinetyczne zwigzkéw
MP-10 (A), CPL500012 (B), CPL500-020 (C), CPL500032 (D) oraz CPL500036 (E) w osoczu oraz w mozgu szczurdw,
ktére otrzymaty dozotgdkowo badane zwigzki w dawce 10 mg/kg (n = 4/punkt czasowy). Wykres przedstawia
zalezno$¢ stezenia zwigzku w osoczu i mézgu od czasu. Lewa oS rzednych przedstawia stezenie zwigzku w osoczu
w jednostkach ng/ml. Prawa o$ rzednych przedstawia stezenie zwigzku w mdzgu w jednostkach ng/g tkanki.
Stupki btedéw przedstawiajg zakres stezen. Linia ciggta prezentuje przebieg stezenia w osoczu, linia przerywana
w mézgu.
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4.1.5.2 Analiza fosforylacji GIuR1 jako markera modulacji Sciezki zaleznej od stezenia
cyklicznych nukleotydow

Rownolegle do badania farmakokinetycznego wykonano badanie farmakodynamiczne
w mozgu. W tym celu przeprowadzono analize wptywu inhibitorow PDE10A na stopien
ufosforylowania podjednostki receptora glutaminianu typu AMPA - GIuR1 w lizacie
biatkowym pochodzgacym z prazkowia z badania farmakokinetycznego opisanego w 4.1.5.1.
Analiza fosforylacji biatka GIuR1 zostata przeprowadzona w strukturach prazkowia dla
zwigzkdéw, dla ktorych uzyskano zadawalajgcg penetracje bariery krew-mézg: CPL500012,
CPL500032 i CPL500036. Kontrole stanowity lizaty biatkowe z prazkowia wyizolowane ze
zwierzgt po podaniu zwigzku referencyjnego MP-10 oraz po podaniu nosnika. Analiza
fosforylacji biatka GluR zostata wykonana technika Western blot w lizatach biatkowych
z prazkowa pobranego w punktach czasowych 0,5h, 1h, 2h i 4h po podaniu zwigzku (Rycina 8).

Podanie szczurom dozotgdkowo zwigzku referencyjnego MP-10 spowodowato
zwiekszong fosforylacje biatka GIuR1 w prazkowiu w poréwnaniu do nosnika. Fosforylacja byta
najsilniejsza w pierwszych mierzonych punktach czasowych, bedgc 17-krotnie silniejszg niz
w prébkach po podaniu nosnika i zanikneta po 4h od podania zwigzku. Podanie zwigzku
CPL500012 zwiekszyto pule ufosforylowanego biatka GIuR1 we wszystkich mierzonych
punktach czasowych, rowniez w 4h po podaniu, osiggajac 18-krotny wzrost dla t = 1h.
CPL500036 réwniez wyraznie zwiekszyt pule ufosforylowanego biatka CPL500036 osiggajac
najwyzsze wartosci, powyzej 20-krotnego wzrostu, dla czaséw 2h i 4h po podaniu zwigzku.
Profil fosforylacji biatka GIuR1 rdznit sie natomiast dla zwigzku CPL500032, ktérego podanie
nie spowodowato znaczgcych zmian w puli fosforylacji podjednostki receptora AMPA, nie

przekraczajac dwukrotnosci odpowiadajgcej kontroli po podaniu nos$nika.

Rycina 8 Analiza fosforylacji GIluR1 jako markera odpowiedzi na inhibicje PDE10A przez MP-10, CPL500012,
CPL500032 lub CPL500036. Lizaty szczurzego prazkowia poddano analizie fosforylacji biatka GIuR1 metodg
Western blot. A-F prezentujg reprezentatywne obrazy wykonanych analiz. Kazde doswiadczenie Western blot
zostato powtdrzone przynajmniej dwukrotnie ze zmiang kolejnosci probek w czasie elektroforezy A) Poréwnanie
zwigzkéw MP-10, CPL500012 i CPL500032 wzgledem nosnika (1h od podania zwigzku). B) Pordwnanie zwigzku
CPL500036 wzgledem lizatow biatkowych uzyskanych po podaniu nosnika (2h od podania zwigzku). C-F) Przebieg
fosforylacji GIuR1 dla MP-10, CPL500012, CPL500032 i CPL500036 w punktach czasowych 0,5, 1, 2 i 4h po
podaniu zwigzkéw. G) Analiza fosforylacji GIuR1 w zaleznosci od czasu. Krzywe prezentujg wynik normalizacji
odczytu densytometrycznego dla biatka ufosforylowanego do puli biata catkowitego po poprzedniej normalizacji
do biatka kontrolnego — B-tubuliny. Zastosowano dwuczynnikowa analize wariancji z testem post-hoc
Bonferonni’ego *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 (na nastepnej stronie)
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4.1.5.3 Wyboér zwigzku wiodgcego na podstawie badan behawioralnych

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen wykazano, ze dwa zwigzki CPL500012 oraz
CPL500036 charakteryzujg sie wysokg aktywnoscia hamujgcg wobec PDE10A, wysoka
biodostepnoscig i penetracjg bariery krew-mdézg u szczuréw oraz uzyskaty pozadany efekt
farmakodynamiczny mierzony stopniem ufosforylowania podjednostki receptora AMPA.
Jednak zaden z wymienionych zwigzkéw nie wykazat wystarczajgcej przewagi do uznania go
za zwigzek wiodgcy. Celem zrdéznicowania obu zwigzkéw wykorzystano wyniki badania
behawioralnego - testu hiperlokomocji indukowanej fencyklidyny. Badanie zostato wykonane
przez personel Zaktadu Nowych Lekdéw w Instytucie Farmakologii PAN pod kierownictwem
prof. Piotra Popika. Fencyklidyna jest niekompetetywnym antagonistg receptora NMDA.
W zgodzie z hipotezg glutaminianowg jej podanie skutkuje objawami zblizonymi do objawdéw
w schizofrenii w tym psychozg czy zaburzeniami czynnosci poznawczych (Lodge i Mercier,
2015). Podanie fencyklidyny zwierzetom indukuje znaczny wzrost aktywnosci
lokomotorycznej, ktéra odwracana jest przez zastosowanie lekdw antypsychotycznych
(Forrestiin., 2014).

Doswiadczenie hiperlokomocji indukowanej fencyklidyng zostato wykonano
na szczurach, w czasie ktérego CPL500012 oraz CPL500036 zostaty podane doZzotgdkowo.
Badanie wykazato, ze zwigzek CPL500036 juz w dawce 0,1 mg/kg odwraca dziatanie
fencyklidyny, natomiast CPL500012 uzyskuje ten efekt dopiero w dawce 1 mg/kg.

Przeprowadzone doswiadczenie potwierdzito pozgdane wtasciwosci obu zwigzkéw
odpowiadajace lekom antypsychotycznym oraz wykazato, ze zwigzek CPL500036 wykazuje

aktywnos¢ w nizszych dawkach niz CPL500012.
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4.2 Charakterystyka zwigzku wiodacego CPL500036

w wyniku przeprowadzonych doswiadczen zwigzkiem wiodacym
w projekcie zostat wybrany inhibitor CPL500036. Zwigzek ten charakteryzuje sie wysoka
aktywnoscig wzgledem PDE10A (ICso rowne 0,04 uM) i wykazuje selektywnos$é¢ wzgledem
innego enzymu z rodziny fosfodiesteraz - PDE1C. CPL500036 posiada wysoky stabilnos¢
metaboliczng oraz obiecujacy profil farmakokinetyczny u szczura, wykazujgc biodostepnosc
po podaniu dozotgdkowym i zdolnos$¢ do penetracji bariery krew-modzg. Ponadto podanie
szczurom zwigzku CPL500036 skutkowato zwiekszong fosforylacja GluR1, co moze wynikaé
z podwyzszonego stezenia nukleotydow w prazkowiu szczurzym.

Kolejnym etapem w procesie rozwoju leku (patrz 1.5) jest charakterystyka zwigzku
wiodacego. Z tego powodu badania prowadzone w kolejnej fazie projektu koncentrowaty sie
na badaniach zwigzku CPL500036 pod katem witasciwosci farmakokinetycznych
i farmakodynamicznych.

W pierwszej kolejnosci zostaty wykonane rozszerzone badania farmakokinetyczne
inhibitora u szczuréw po podaniu dozylnym i dozofagdkowym umozliwiajagce wyznaczenie
parametrow farmakokinetycznych w zaleznosci od dawki i w petnym zakresie czasowym
ekspozycji. Kolejno zostaty wykonane badania farmakodynamiczne badajace wptyw podania
CPL500036 na stezenie cyklicznych nukleotyddéw oraz na ekspresje wybranych markerow
gendw wczesnej odpowiedzi w prazkowiu, hipokampie i korze modzgowej. Profil
farmakodynamiczny CPL500036 zostat porownany do zwigzkéw referencyjnych MP-10 oraz
TAK-063. W przeciwienstwie do badan przesiewowych zaprezentowanych w rozdziale 4.1,
porownanie zostato rozszerzone o zwigzek TAK-063 — inhibitor PDE10A firmy Takeda, ktérego
struktura zostata ujawniona w trakcie wykonywania projektu, umozliwiajgc wykorzystanie tej

czasteczki jako zwigzku referencyjnego (Kunitomo i in., 2014).
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4.2.1 Farmakokinetyka
4.2.1.1 Analiza parametréw farmakokinetycznych u szczura po podaniu dozylnym

Badanie farmakokinetyczne po podaniu dozylnym zostato wykonane na pieciu
samcach szczuréw, ktorym zostat podany zwigzek CPL500036 w stezeniu 0,3 mg/kg. Krew
zostata pobrana przyzyciowo w o$miu punktach czasowych w czasie od 10 min do 12 h
od podania celem oznaczenia stezenia zwigzkdw w osoczu. Podanie, usmiercenie oraz
pobranie tkanek zostato zlecone Tréjmiejskiej Akademickiej Zwierzetarni Doswiadczalnej
Centrum Badawczo-Ustugowego Gdanskiego Uniwersytety Medycznego. Pomiar stezen
zwigzkow zostat wykonany przez Laboratorium Bioanaliz firmy Celon Pharma S.A.

Uzyskane wyniki zostaty zaprezentowane na Rycina 9 zaréwno w skali nominalnej jak i
potlogarytmicznej. Wyniki zaprezentowane w skali nominalnej prezentujg krzywa
charakterystyczng dla podania dozylnego z maksymalnym stezeniem w pierwszym punkcie
pobrania krwi wynoszgcym 188,15 + 37,27 ng/ml a najnizszym stezeniem w ostatnim punkcie
pomiarowym. W ostatnim punkcie czasowym, 12h po podaniu zwigzku, obserwuje sie
resztkowe stezenia wynoszace 1,64 * 1,34 ng/ml. Ze wzgledu na dopasowanie liniowego
modelu regresji do wynikow zaprezentowanych na skali pdétlogarytmicznej (Rycina 9 B),
do obliczen wykorzystano jednokompartmentowy model obliczen farmakokinetycznych. Stata
eliminacji (kel) wynosi 0,42 1/h, czas potowicznej eliminacji zwigzku z organizmu (t1/2) 1,68 h,
przewidywane stezenie poczatkowe (Co0) jest rowne 186,84 ng/ml, wartos¢ klirensu
catkowitego (Clot) 0,66 1/(g*kg) a objetos¢ dystrybucji (Vo) wynosi 1,62 I/kg. Wyniki

parametrow zostaty podsumowane w Tabeli 14.
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Rycina 9 Profil farmakokinetyczny zwigzku CPL500036 w osoczu szczuréw, ktérym podano zwigzek dozylnie w
dawce 0,3 mg/kg (n =5). A) Wykres przedstawia zalezno$¢ stezenia (ng/ml) zwigzku w osoczu od czasu. Pobranie
krwi do analizy stezen zostato wykonane przyzyciowo. Wyniki przedstawiajg srednie wartosci + zakres. B) Profil
farmakokinetyczny zwigzku CPL500036 w osoczu szczurow na wykresie pétlogarytmicznym. Kolorem szarym
zostata naniesiona prosta regresji liniowej. Wyniki przedstawiajg srednie wartosci + zakres.

Tabela 14 Parametry farmakokinetyczne zwigzku CPL500036 po podaniu dozylnym szczurom w dawce 0,3
mg/kg. Cmax — Osiggniete stezenie maksymalne, tmax— czas osiggniecia stezenia maksymalnego, AUC() — pole
powierzchni pod krzywa w czasie 0 min do ostatniego punktu pomiarowego, AUCo-inf) — pole powierzchni pod
krzywa w czasie 0 min do nieskonczonosci, C,0 — stezenie poczgtkowe, Clot — klirens catkowity, Vo — objetos¢

dystrybucji. N =5

Droga podania iv

AUC(0.) ug*h/I 475,78 + 109,58
AUC0-inf) ug*h/I 480,16+121,71
Kel 1/h 0,42 + 0,06
ti2 h 1,68 £ 0,25
Crnax ng/ml 188,15 + 37,27
trmax h 0,17
C,0 ng/ml 186,84 + 32,54
Cleot I/(h*kg) 0,66 + 0,18
Vo I/kg 1,62 £0,28
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4.2.1.2 Podanie doustne wzrastajgcych dawek CPL500036

Druga cze$¢ badania farmakokinetycznego obejmowata podanie zwigzku droga
dozotadkowg we wzrastajgcych stezeniach. CPL500036 zostat podany samcom szczurow w
dawkach 0,75 mg/kg, 1,5 mg/kg, 3 mg/kg, 6 mg/kg. Krew byta pobierana przyzyciowo w o$miu
punktach czasowych w czasie od 15 min do 24h od podania celem oznaczenia stezenia
zwigzkéw w osoczu. Podanie, usmiercenie oraz pobranie tkanek zostato zlecone Trojmiejskiej
Akademickiej Zwierzetarni Doswiadczalnej Centrum Badawczo-Ustugowego Gdanskiego
Uniwersytety Medycznego. Pomiar stezen zwigzkdw zostat wykonany przez Laboratorium
Bioanaliz firmy Celon Pharma S.A.

Analiza uzyskanych stezen potwierdzita dostepnos¢ zwigzku w organizmie dla kazdej
z podanych dawek (Rycina 10 A). Profil krzywych farmakokinetycznych przebiega
charakterystycznie dla podania dozotgdkowego z wyraznie zarysowang czescig wchtaniania,
dystrybucji i eliminacji. Jedynie krzywa dla najnizszej dawki 0,75 mg/kg prezentuje odmienny
przebieg, zwtaszcza w czesci odpowiadajgcej wchianianiu, ktéra nie jest wyraznie zarysowana,
co najprawdopodobniej wynika z limitu detekcji dla niskich stezen zwigzku.

Parametry farmakokinetyczne po podaniu dozotgdkowym zostaty zaprezentowane
w Tabeli 15. Stezenia maksymalne osiggajg wartosci w przedziale od 39,32 do 1021,74 ng/ml
w czasie 4h od podania za wyjatkiem najnizszej podanej dawki, dla ktérej sg one osiggane po
1h. Wartosci ekspozycji (AUCp.iny) Wynosza od 428 do 10532 ug*h/I. Na potencjat do
akumulacji zwigzku lub dtugotrwatej retencji w organizmie mogg wskazywac wysokie stezenia
analitu w 24h po podaniu czasteczki. CPL500036 nie wykazywat takich wtasciwosci u szczuréw,
poniewaz, w ostatnim punkcie pomiarowym obserwowano brak lub niskie dawki zwigzku
(26,04 + 20,61 mg/kg dla najwyzszej podanej dawki).

Biodostepnosé zwigzku dla dawek 1,5, 3 oraz 6 mg/kg wynosi 88-119%, co wskazuje na
bardzo dobrg biodostepnos¢ CPL500036 po podaniu dozotagdkowym. Jedynie biodostepnosé
dla najnizszej dawki przyjmuje niskg wartos¢ wynoszaca 36%.

Proporcjonalnos¢ wzrostu ekspozycji (AUCp.iny)) Oraz stezenia maksymalnego (Cmax)
zostata przeanalizowana metodg zaprezentowang przez Smith i in. (2000). Zaktada ona, ze
jezeli nachylenie krzywej, uwzgledniajgc przedziat ufnosci, powstatej w wyniku regres;ji
liniowej dla logarytmu naturalnego ekspozycji lub stezenia maksymalnego w zaleznosci od

logarytmu naturalnego dla podanych dawek wynosi 1, to ekspozycja lub stezenie maksymalne
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wzrastajg liniowo. W przypadku wykonanego eksperymentu, nachylenie prostej regresji
liniowej dla analizowanych ekspozycji wyniosta 1,45 (0,14-2,75) a dla analizowanych stezen
maksymalnych 1,45 (-0,05-2,94). W obu przypadkach 95% przedziaty ufnosci zawierajg

mozliwos¢ przyjecia przez nachylenia wartosci 1 (Rycina 10 B,C).
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Rycina 10 Profil farmakokinetyczny zwigzku CPL500036 w osoczu szczuréw, ktérym podano zwigzek
dozotagdkowo w dawkach 0,75, 1,5, 3 i 6 mg/kg (n=5). A) Wykres zaleznosci stezenia (ng/ml) zwigzku w osoczu
od czasu. Pobranie krwi do analizy stezen zostato wykonane przyzyciowo. Wyniki przedstawiajg Srednie wartosci
+ zakres. B) Profil farmakokinetyczny zwigzku CPL500036 w osoczu szczuréw na wykresie pétlogarytmicznym.
Kolorem szarym zostata naniesiona prosta regresji liniowej celem okreslenia proporcjonalnosci wzrostu
ekspozycji (AUC(o-inf)) oraz stezenia maksymalnego (Cmax) metodg Smith i in. (2000).
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Tabela 15 Wybrane parametry farmakokinetyczne zwigzku CPL500036 na podstawie przeprowadzonego
farmakokinetycznego badania po podaniu dozotagdkowym dawek 0,75-6 mg/kg u szczuréw. Cnax — Osiggniete
stezenie maksymalne, tmax— czas osiggniecia stezenia maksymalnego, AUC(o-t) — pole powierzchni pod krzywag w
czasie 0 min do ostatniego punktu pomiarowego, AUC(o-inf) — pole powierzchni pod krzywa w czasie 0 min do

nieskonczonosci, F — biodostepnosc.

Droga podania

Parametr

0,75 mg/kg

Jednostka

Wartos¢ + SD

Cmax ng/ml 39,32 +£36,33 295,20 £ 98,89 375,56 £119,92 | 1021,74 + 464,57
Tmax h 1 4 4 4
AUC(o4) ug*h/I 426 + 431 2838 + 540 4204 + 255 10532 + 3482
AUC(0-inf) ug*h/I 428 + 427 2838 £ 540 4217 £ 269 10596 + 3509
F % 36 £37 119+ 36 88+21 111 +£45
4.2.1.3 Podanie doustne wraz z analizg biodostepnosci w mézgu
Docelowym narzadem, w ktérym CPL500036 ma wykaza¢ dziatanie

farmakodynamiczne, jest modzg. Celem zbadania przenikania bariery krew-mézg oraz
przeanalizowania biodostepnosci zwigzku w tym narzadzie, zwigzek CPL500036 zostat podany
dozotagdkowo samcom szczuréw w dawce 3 mg/kg. Zwierzeta byty usmiercane w oSmiu
punktach czasowych od 15 min do 24 h od podania celem pobrania krwi oraz mézgu. Podanie,
uSmiercenie oraz pobranie zostato wykonane przez personel Trojmiejskiej Akademickiej
Zwierzetarni Doswiadczalnej Centrum Badawczo-Ustugowego Gdanskiego Uniwersytety
Medycznego. Pomiar stezen zwigzkéw zostat wykonany przez Laboratorium Bioanalityczne
firmy Celon Pharma S.A.

Zaleznos¢ stezenia zwigzku w osoczu od czasu (Rycina 11) ma podobny przebieg jak to
miato miejsce w doswiadczeniu opisanym w rozdziale 4.1.5.1. Zaleznos$¢ stezenia zwigzku
w mozgu od czasu ma przebieg silnie zblizony do przebiegu stezenia w osoczu. Maksymalne
stezenie osiggane jest po 4h i wynosi odpowiednio 192,13 ng/ml dla osocza oraz 75,52 ng/g
dla mézgu (Tabela 16). Zwigzek w kolejnych punktach pomiarowych jest eliminowany z obu
kompartmentéw. Ekspozycja na lek w osoczu (AUC-inf)) Wyniosta 1907,13 pg*h/I, natomiast
w modzgu 899,94 ug*h/l. Parametrem opisujgcym relacje ekspozycji na zwigzek w madzgu
w stosunku do ekspozycji w osoczu, jest parametr B/P. Moze on zostaé¢ wyznaczony zaréwno

wzgledem ekspozycji AUC jak i osigganych stezen maksymalnych. W przypadku zwigzku
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CPL500036 wynosi on od 0,47 dla AUCo-inf) i 0,39 dla Cmax. Potwierdza to dobrg penetracje

bariery krew-modzg przez ten inhibitor i osiggniecie ekspozycji w mdzgu.
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Rycina 11 Profil farmakokinetyczny zwigzku CPL500036 w osoczu oraz w moézgu szczuréw, ktérym podano
zwiazek dozotadkowo w dawce 3 mg/kg (n=4/punkt czasowy). Wykres przedstawia zalezno$¢ stezenia zwigzku
w osoczu (ng/ml) lub médzgu (ng/g) od czasu. Lewa o$ rzednych przedstawia stezenie zwigzku w jednostkach
ng/ml osocza. Prawa o$ rzednych przedstawia stezenie zwigzku w médzgu w jednostkach ng/g tkanki. Wyniki
przedstawiajg $rednie wartosci + zakres.

Tabela 16 Wybrane parametry farmakokinetyczne zwigzku CPL500036 w kompartmencie mézgowym oraz w
osoczu nha podstawie przeprowadzonego farmakokinetycznego badania po podaniu dozotadkowym u
szczuréw: Cmax — 0siggniete stezenie maksymalne, tmax— Czas osiggniecia stezenia maksymalnego, AUC(o.t) — pole
powierzchni pod krzywa w czasie 0 min do ostatniego punktu pomiarowego, AUCo-inf) — pole powierzchni pod
krzywa w czasie 0 min do nieskoriczonosci, C,0 — stezenie poczatkowe, B/Pauc - stosunek stezenia w mdzgu do
stezenia w osoczu obliczony na podstawie ekspozycji AUC(ot) B/Pimax - stosunek stezenia w mozgu do stezenia
w osoczu dla stezen maksymalnych.

Droga podania

Kompartment
Wartodt 5D
Cmax ng/ml/ng/g| 192,13 124,04 75,52 + 40,89
Tmax h 4h 4h
AUC(0-) ug*h/I 1891,14 + 505,71 886,36 + 334,40
AUC(0-inf) pg*h/I 1907,13 £ 503,56 899,94 + 340,84
B/Pauc - 0,47
B/Pcmax - 0,39
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4.2.2 Farmakodynamika

4.2.2.1 Analiza stezen cyklicznych nukleotydéw w réznych strukturach mézgu szczura po
podaniu CPL500036

Analiza farmakokinetyczna wskazata dostepnos$¢ zwigzku po podaniu dozotagdkowym
zaréwno w osoczu jak i w mdzgu. Po osiggnieciu terapeutycznego stezenia w mozgu, inhibicja
PDE10A powinna skutkowa¢ podwyzszonym stezeniem cyklicznych nukleotyddéw w $rednich
neuronach kolczastych w prazkowiu. W zwigzku z powyzszym zbadano wptyw podania
CPL500036 na poziom cyklicznych nukleotydéw cAMP oraz cGMP w prazkowiu.

Podanie, usmiercenie i izolowanie struktur mézgu zostata wykonana przez personel
Zaktadu Farmakologii Doswiadczalnej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN pod
kierownictwem prof. Pawta Grieba. Samcom szczuréw podano doustnie inhibitory PDE10A:
CPL500036 i TAK-063 w dawce 3 mg/kg oraz MP-10 w dawce 10 mg/kg lub nos$nik dla zwigzku
CPL500036. Zwierzeta zostaty usmiercone 0,5h, 1h, 2h oraz 4h po podaniu substancji przez
zastosowanie skupionej wigzki mikrofal. Nastepnie wyizolowane zostaty prazkowie, kora
przedczofowa i hipokamp. Pomiar stezenia cAMP oraz ¢cGMP w ekstraktach ze struktur
mozgowych wykonano metodg ELISA.

Istotnie statystyczny wzrost stezenia cAMP w prazkowiu zaobserwowano dla
CPL500036 2h po podaniu zwigzku oraz dla MP-10 0,5h po podaniu (Rycina 12 A).
W przypadku cGMP istotnie statystyczny wzrost tego cyklicznego nukleotydu w prazkowiu
zostat zaobserwowany dla CPL500036 2h po podaniu zwigzku (Rycina 13 A). Dla TAK-063 nie
zaobserwowano zmian statystycznie istotnych dla zadnego z cyklicznych nukleotyddéw.

W kolejnym kroku zbadano dawkozaleznos¢ podania CPL500036 na poziom
cyklicznych nukleotydéw w prazkowiu i w tym celu podano szczurom zwigzek w dawkach 0,3
mg/kg, 1 mg/kg oraz 3 mg/kg. Punkt czasowy 2h po podaniu zwigzku dla wykonania analiz
zostat wybrany ze wzgledu na zaobserwowanie statystycznie istotnego wzrostu stezenia cCAMP
i cGMP w prazkowiu we wczedniejszym doswiadczeniu analizujgcym stezenie cyklicznych
nukleotyddw w zaleznosci od czasu. Grupe kontrolng dla eksperymentu stanowity szczury
po podaniu nosnika. Analiza wykonana dla cAMP wykazata brak istotnych réznic pomiedzy
grupg kontrolng a grupami, ktdrym podano inhibitor w réznych dawkach (Rycina 12 B).
Natomiast pomiar stezenia cGMP w prazkowiu wykazat wzrost stezenia wraz ze wzrastajgca
dawka inhibitora osiggajac istotnie statystyczng réznice pomiedzy grupa kontrolg a grupg,
ktorej podano zwigzek w dawce 3 mg/kg (Rycina 13 A).
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Celem potwierdzenia, ze obserwowany efekt wystepuje specyficznie w prazkowiu,
poddano analizie ekstrakty uzyskane z kory przedczotowej oraz hipokampu szczurow
usmierconych 2h po podaniu CPL500036 w dawce 3 mg/kg. Zaréwno dla cAMP jak i cGMP
w obu strukturach nie zaobserwowano rdznic istotnie statystycznych potwierdzajgc w ten
sposdb, ze obserwowany wzrost cyklicznych nukleotydéw ograniczony jest do prazkowia

(Rycina 12 Ci D, Rycina 13 Ci D).
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Rycina 12 Analiza stezern cAMP w ekstraktach z wybranych struktur mézgu szczura w zaleznosci od czasu od
podania inhibitoréw PDE10A oraz od podanej dawki CPL500036. A) Analiza stezenia cAMP w ekstraktach
prazkowia szczuréw 0,5h, 1h, 2h i 4h po podaniu zwigzku CPL500036 (3 mg/kg), MP-10 (10 mg/kg) oraz TAK-063
(3 mg/kg) wykazata istotny wzrost dla MP-10 po 0,5h i 2h po podaniu dla CPL500036. Pomiar zostat wykonany
metodg ELISA. Grupe kontrolng stanowity zwierzeta, ktérym podano nosnik. Wyniki zostaty przedstawione w
odniesieniu do grupy otrzymujgcej nosnik i usmierconej 0,5h po podaniu + SD (n = 4). Zastosowano
dwuczynnikowa analize wariancji z testem post-hoc Dunetta. B) Analiza stezenia cAMP w ekstraktach prazkowia
szczurow po podaniu zwigzku CPL500036 w dawce 0,3, 1 lub 3 mg/kg. Pomiar zostat wykonany metodg ELISA.
Grupe kontrolng stanowity zwierzeta, ktorym podano nosnik. Wyniki zostaty przedstawione w odniesieniu do
grupy otrzymujgcej nosnik = SD (n = 4). Zastosowano nieparametryczny test Kruskala-Wallisa z testem post-hoc
Dunna. C) Analiza stezenia cAMP w ekstraktach kory przedczotowej szczuréw po podaniu zwigzku CPL500036 w
dawce 3 mg/kg. Pomiar zostat wykonany metoda ELISA. Grupe kontrolng stanowity zwierzeta, ktérym podano
nos$nik. Wyniki zostaty przedstawione w odniesieniu do grupy otrzymujgcej nosnik + SD (n = 4). D) Analiza stezenia
cAMP w ekstraktach hipokampu szczuréw po podaniu zwigzku CPL500036 w dawce 3 mg/kg. Pomiar zostat
wykonany metodg ELISA. Grupe kontrolng stanowity zwierzeta, ktérym podano nosnik. Wyniki zostaty
przedstawione w odniesieniu do grupy otrzymujgcej nosnik + SD (n = 4). *p < 0,05.
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Rycina 13 Analiza stezen cGMP w ekstraktach z mézgu szczura w zaleznos$ci od czasu od podania inhibitorow
PDE10A oraz od podanej dawki CPL500036. A) Analiza stezenia cGMP w ekstraktach prazkowia szczuréw po
podaniu zwigzku CPL500036 (3 mg/kg), MP-10 (10 mg/kg) oraz TAK-063 (3 mg/kg) w 0,5, 1, 2, 4h po podaniu
zwigzkéw. Pomiar zostat wykonany metodg ELISA. Grupe kontrolng stanowity zwierzeta, ktérym podano nosnik.
Wyniki zostaty przedstawione w odniesieniu do grupy otrzymujgcej nosnik i uémierconej 0,5h po podaniu + SD
(n =4). Zastosowano dwuczynnikowg analize z testem post-hoc Dunetta. B) Analiza stezenia cGMP w ekstraktach
prazkowia szczuréw po podaniu zwigzku CPL500036 w dawce 0,3, 1 lub 3 mg/kg. Pomiar zostat wykonany metoda
ELISA. Grupe kontrolng stanowity zwierzeta, ktéorym podano nosnik. Wyniki zostaty przedstawione w odniesieniu
do grupy otrzymujacej nosnik + SD (n = 4). Zastosowano nieparametryczny test Kruskala-Wallisa z testem post-
hoc Dunna. C) Analiza stezenia cGMP w ekstraktach kory przedczotowej szczuréw po podaniu zwigzku CPL500036
w dawce 3 mg/kg. Pomiar zostat wykonany metodg ELISA. Grupe kontrolng stanowity zwierzeta, ktérym podano
nos$nik. Wyniki zostaty przedstawione w odniesieniu do grupy otrzymujgcej nosnik + SD (n = 4). D) Analiza stezenia
cGMP w ekstraktach hipokampu szczuréw po podaniu zwigzku CPL500036 w dawce 3 mg/kg. Pomiar zostat
wykonany metodg ELISA. Grupe kontrolng stanowity zwierzeta, ktérym podano nosnik. Wyniki zostaty
przedstawione w odniesieniu do grupy otrzymujgcej nosnik + SD (n = 4). **p <0,01.
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4.2.2.1 Analiza poziomdéw ekspresji wybranych genéw po podaniu inhibitorow PDE10A
u szczura

4.2.2.1.1 Wybor genow referencyjnych

Przed rozpoczeciem prac zwigzanych z analizg ekspresji gendw niezbedne jest
wybranie gendw referencyjnych umozliwiajgcych prawidtowg i mozliwie najczulszg analize.
Do momentu wykonania doswiadczen brak byto informacji literaturowych o genach
ulegajacych stabilnej ekspresji w komoérkach prazkowia szczurzego, ktérych aktywnos$é nie
bytaby regulowana przez podanie zwigzkédw wptywajgcych na Sciezki sygnatowe zaleine
od receptoréw dopaminowych. Z tego wzgledu wykonano doswiadczenie majgce na celu
wybor odpowiednich gendw referencyjnych do analiz ilosciowych wykonanych metoda qRT-
PCR. Podanie, usmiercenie i izolowanie struktur moézgu zostata wykonana przez personel
Zaktadu Farmakologii Doswiadczalnej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN.
Szczurom zostaty podane nastepujgce zwigzki: inhibitor PDE10A — CPL500036 (3 mg/kg,
podanie dozotgdkowe), antagonista receptora D2 - haloperidol (1 mg/kg, podanie
dootrzewnowe), agonista receptora D1 — SKF82958 (2 mg/kg, podanie dootrzewnowe) oraz
nosnik (roztwoér 0,5% metylocelulozy i 2% Tween 80). Zwierzeta usmiercono 4h od podania
zwigzkow przez zastosowanie skupionej wigzki mikrofal. Ekspresja gendéw w wyizolowanym
materiale z prgzkowia zwierzat zostata przeanalizowana za pomocg techniki gRT-PCR oraz
algorytmu GeNorm (Strick i in., 2010). Analizie ekspresji poddano 12 kandydatéw na gen
referencyjny: Mdhi1, B2m, Rpl1, Ubc, Gapdh, Cycl, Ywhaz, Actb, Atp5b, Canx, Topl, 18s.
Stabilnos¢ ekspresji zostata zaprezentowana przy pomocy parametru Sredniej stabilnosci
geNorm M (Rycina 14 A). Wartos¢ tego parametru ponizej lub réwna 0,2 wskazuje na bardzo
wysoka stabilnos¢ ekspresji danego genu. W przypadku wykonanego doswiadczenia takag
wartos$¢ uzyskano dla gendw Mdh1, B2m oraz Rpll. Liczbe gendw, ktére powinny zostaé
wykorzystane do analiz ekspresji genow, wskazuje parametr geNorm V (Rycina 14 B). Jesli
wartos¢ geNorm V wynosi ponizej 0,15 dla danego pordwnania wariacji liczby gendéw
referencyjnych, dodatkowe geny referencyjne nie s3 wymagane. W przypadku wykonanego
doswiadczenia warto$s¢ geNorm V wyniosta 0,06 dla V2/3 co oznacza, ze dwa geny

referencyjne: Mdh1 i B2m powinny zosta¢ wykorzystane w analizach ekspresji genow.
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Rycina 14 Analiza stabilnosci ekspresji dla 12 genéw celem wyboru gendw referencyjnych dla prazkowia
szczura. A) parametr $redniej stabilnosci geNorm M. Wysoka stabilnos¢ ekspresji wykazuja Mdh1, B2m oraz Rpl1.
Linia przerywana wskazuje warto$¢ geNorm M = 0,20 oznaczajgcg punkt odciecia dla wysokiej stabilno$ci gendéw
referencyjnych. B) Parametr geNorm V sugerujacy liczbe gendw referencyjnych wymaganych do analizy ekspresji

metodg qRT-PCR. Linia przerywana wskazuje wartos¢ geNorm V = 0,15 oznaczajgcg punkt odciecia dla liczby
genow niezbednych do analizy.
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4.2.2.1.2 Analiza ekspresji genéw wczesnej odpowiedzi w réznych strukturach mézgu po
traktowaniu inhibitorami PDE10A

Inhibicja PDE10A prowadzi do aktywacji transkrypcji gendw wczesnej odpowiedzi
w wyniku aktywacji sciezki sygnatowej zaleznej od stezenia cyklicznych nukleotydéw (patrz
1.3.3). Geny wczesnej odpowiedzi s3 markerem aktywnosci neurondéw a ich aktywacja
prowadzi do dtugotrwatych zmian adaptacyjnych. W zwigzku z tym postanowiono sprawdzié¢
ekspresje c-Fos, Arc, Npas4 oraz Erg-1 w prazkowiu oraz wykazac specyficznos¢ aktywacji
poprzez poréwnanie ekspresji w korze mézgowej i hipokampie po zahamowaniu aktywnosci
enzymu zwigzkiem CPL500036 i zwigzkami referencyjnymi MP-10 i TAK-063.

Analiza ekspresji gendw wczesnej odpowiedzi zostata wykonana u samcow po podaniu
dozotagdkowym inhibitoréw PDE10A: CPL500036 i TAK-063 w dawce 3 mg/kg oraz MP-10
w dawce 10 mg/kg, a grupe kontrolng stanowit nosnik dla zwigzku CPL500036. Zwierzeta
zostaty usmiercone 4h po podaniu substancji za pomocg skupionej wigzki mikrofal. Podanie,
usmiercenie i izolowanie struktur modzgu zostata wykonana przez personel Zaktadu
Farmakologii Doswiadczalnej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN pod
kierownictwem prof. Pawta Grieba. Nastepnie wyizolowano mRNA z prazkowia, kory
przedczotowej i hipokampu, ktory wykorzystano do dwukrotnej, niezaleznej syntezy cDNA.
Uzyskany w ten sposéb materiat zostat dwukrotnie poddany analizie metoda gRT-PCR zgodnie
z wytycznymi dotyczacymi minimum informacji wymaganych do publikacji danych
z eksperymentéw gRT-PCR (MIQE, ang. Minimum information for publication of quantitative
real-time PCR experiments). Uzyskane wyniki byty normalizowane do gendw Mdh1 oraz B2m.

Wykazano, ze podanie inhibitoréw PDE10A: CPL500036, MP-10 oraz TAK-063
powoduje silny i istotnie statystyczny wzrost transkrypcji gendw wczesnej odpowiedzi: c-Fos,
Arc, Npas4 oraz Erg-1 w prazkowiu (Rycina 15). Nie zaobserwowano znaczgcych rdznic
pomiedzy zwigzkami. Celem weryfikacji specyficznosci odpowiedzi analizie poddano réwniez
kore przedczotows i hipokamp. Dla zadnej z tych struktur i dla zadnego badanego genu nie

zaobserwowano istotnego wzrostu transkrypcji.
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Rycina 15 Analiza ekspresji genow c-Fos, Arc, Egr-1 i Npas4 w prazkowiu, korze przedczotowej oraz hipokampie
szczurzym po podaniu CPL500036 lub zwigzkéw referencyjnych MP-10 i TAK-063. Analiza ekspresji gendw w
prazkowiu wykazata statystycznie istotne zwiekszenie transkrypcje gendw c-Fos (A), Arc (B), Egr-1 (C) i Npas4 (D)
u zwierzat po podaniu inhibitoréw PDE10A. Zmian nie zaobserwowano w korze przedczotowej oraz hipokampie.
Ekspresja byta znormalizowana do gendéw referencyjnych Mdhl oraz B2m. Ekspresja wzgledna zostata
przedstawiona jako srednia krotnosci ekspresji w prgzkowiu dla grupy kontrolnej. Stupki btedéw oznaczajg SD.
Grupa liczyta n = 4 szczury. Zastosowano dwuczynnikowa analize wariancji z testem post-hoc Dunetta. * p < 0,05;
**p<0,01; *** p <0,001.
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5 DYSKUSJA

Gtéwnym celem niniejszej pracy byt wybdr nowego inhibitora PDE10A i potwierdzenie
jego wiasciwosci farmakologicznych wskazujgcych na potencjat zastosowania zwigzku
w terapii schizofrenii. W wyniku przeprowadzonych badan przesiewowych pod katem
aktywnych i selektywnych inhibitoréw PDE10A oraz na podstawie analizy wynikéw stabilnosci
metabolicznej, farmakokinetycznej i farmakodynamicznej wytoniono strukture wiodacg
CPL500036. CPL500036 wykazywat wysokg aktywnosé, selektywnos$é i stabilnosé
metaboliczng, penetrowat bariere krew-moézg u szczura, a jego podanie skutkowato
zwiekszong fosforylacjg podjednostki GIuR1 receptora AMPA. Szczegétowa charakterystyka
farmakokinetyczna wykazata wysokg biodostepnos¢ ustrojowq i w mozgu oraz dawkozalezng
ekspozycje. Badania farmakodynamiczne wykazaty wzrost stezenia cyklicznych nukleotydow
oraz wzrost ekspresji gendw wczesnej odpowiedzi w strukturach prazkowia moézgéw szczura
po dozotgdkowym podaniu zwigzku. Uzyskane wyniki potwierdzajg odkrycie nowego,

innowacyjnego kandydata na lek - inhibitora PDE10A.

5.1 Badania przesiewowe w poszukiwaniu nowego inhibitora PDE10A

PDE10A posiada szereg wiasciwosci, ktére spowodowaty, Zze rozpoczeto prace nad
mozliwoscig interwencji farmakologicznej wobec tego enzymu w schorzeniach zwigzanych
z jadrami podstawy, w tym przede wszystkim ze schizofrenig. Cechami predysponujgcymi
PDE10A do interwencji farmakologicznej s3: centralna rola w regulacji sciezki sygnatowej
zaleznej od cyklicznych nukleotydéw w Srednich neuronach kolczastych, wysoce specyficzna
ekspresja w tej populacji komdrek oraz unikalna budowa miejsca aktywnego, z kieszenig
selektywnosci wystepujaca jedynie w tym biatku (Verhoest i in., 2009; Menniti i in., 2021).
Natomiast gtownym wyzwaniem w procesie rozwoju leku jest wybor zwigzkéw aktywnych,
ktére oddziatujg zwybranym celem molekularnym w zatozonym miejscu leczenia, o
odpowiednich  wfasciwosciach  farmakologicznych  (tj. o  pozgdanym  profilu
farmakokinetycznym i farmakodynamicznym).

Poszukiwania inhibitora PDE10A zostaty oparte na starannie dobranej bibliotece
zwigzkéw zaprojektowanych w oparciu o strukture biatka (ang. target-based) oraz jego
ligandow (ang. ligand-based). Na biblioteke sktadaty sie zwigzki bedgce przedstawicielami 10

chemotypdéw, wybranych i zsyntetyzowanych po wstepnym, wirtualnym badaniu
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przesiewowym (Moszczynski-Petkowski i in., 2018). Do okreslenia aktywnosci in vitro
zwigzkdw wybrano metode enzymatyczng, pozwalajgcg okresli¢ funkcjonalnie zdolnosc
do hamowania aktywnosci enzymu. Na 23 przekazane zwigzki, 21 byto rozpuszczalnych, z
ktorych 19 wykazato powinowactwo do PDE10A ponizej 1 uM a 8 ponizej 100 nM, czyli w
zakresie zwigzku referencyjnego MP-10, dla ktérego 1Cso wynosito w tym tescie 90 nM. Grupa
czgsteczek o najwyzszej aktywnosci wymagata dalszych analiz w celu wyboru zwigzku
wiodacego.

Kandydat na lek oparty na zwigzkach o niskiej masie czgsteczkowej musi réwniez
posiada¢ odpowiedni profil parametréw fizyko-chemicznych, ktére definiujg witasciwosci
zwigzku jako lek. Takie podejscie ogranicza zaréwno ryzyko wykluczenia danego zwigzku
z dalszego rozwoju ze wzgledu na niekorzystne cechy (ktére mogg sie przetozyé na
niekorzystng farmakokinetyke czy toksycznosé) jak i pozwala na szybsza identyfikacje
zwigzkéw wiodgcych. Celem uwzglednienia tych parametréw w wyborze struktury wiodgce;j,
analizie poddano mase molowg, lipofilowos¢, wartos¢ powierzchniowej polaryzacji,
wspotczynnik podziatu logD, liczbe donoréw wigzan wodorowych oraz pKa. Wymienione
parametry sg czescig tzw. reguty Lipinskiego, ktéra okresla najbardziej pozgdane parametry
czgsteczek (Lipinski i in., 2001). W celu umozliwienia zastosowania analizy Pareto (Obayashi i
in., 2004), wymienione wyzej parametry zostaty opisane wartoscig wieloparametrowej
optymalizacji MPO (Wager i in., 2010). Analiza Pareto, poprzez minimalizacje wartosci ICsp i
maksymalizacje MPO, oraz majagc na wzgledzie zapewnienie duzego zrdznicowania
strukturalnego doprowadzita do wyboru 8 kandydatéw z 5 grup chemotypdw.

Celem dalszej charakterystyki potencjalnych substancji leczniczych zlecono
doswiadczenie z zakresu wfasciwosci ADME poprzez ustalenie klirensu wewnetrznego
i potowicznego czasu eliminacji w systemie szczurzych mikrosoméw watrobowych. Komaérki
watroby i zawarte w nich biatka z grupy cytochroméw 450 s3 w gtdwnej mierze
odpowiedzialne za biotransformacje prowadzgcg do eliminacji ksenobiotykdéw z organizmu.
Doswiadczenie oceniajgce stabilno$¢ metaboliczng pozwala na wczesnym etapie wykluczy¢
zwigzki, ktorych wtasciwosci nie rokujg odpowiedniego poziomu stabilnosci metabolicznej,
co mogtoby skutkowac zbyt szybka eliminacjg zwigzku w organizmie. Przebadana grupa
zwigzkdéw prezentowata zréznicowang stabilnosé: od dwukrotnie bardziej niestabilnego niz
werapamil (niestabilny zwigzek kontrolny) az po zwigzek stabilniejszy niz donepezil (stabilny

zwigzek kontrolny). Zwigzek referencyjny MP-10 wykazat umiarkowang stabilnosé.
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Do dalszych badan zakwalifikowano cztery najbardziej stabilne zwigzki, ktore reprezentowaty
3 chemotypy: CPL500012, CPL500020, CPL500032 oraz CPL500036.

Okreslenie aktywnosci zwigzkdéw in vitro, ich selektywnosci wobec wybranych biatek
homologicznych i badanie stabilnos¢ metabolicznej stanowig pierwsze kroki selekcji zwigzkow,
ktére mogg stac sie lekami. Jednak skomplikowane procesy biochemiczne przebiegajgce w
organizmach zywych nie mogg zosta¢ w petni odwzorowane w doswiadczeniach in vitro ze
wzgledu na niedoskonatos¢ modeli, nieoddajgcych w petni zachowania zwigzku w organizmie
zywym. Z tego wzgledu kolejnym krokiem charakteryzujgcym potencjalnych kandydatow na
lek byty badania in vivo. Zatozeniem niniejszego projektu byt wybdr czasteczki, ktdrej
docelowa drogg podania jest podanie doustne. Ponadto leki psychiatryczne powinny by¢
zdolne do penetracji bariery krew-madzg celem osiggniecia stezenia terapeutycznego w moézgu.
W zwigzku z powyiszym zdecydowano sie na podanie dozofadkowe szczurom czterech
wybranych zwigzkéw oraz zwigzku referencyjnego MP-10 celem przeprowadzenia analizy
farmakokinetycznej w osoczu oraz w mézgu. Dla wszystkich przebadanych zwigzkéw
wykazano ich obecnos¢ w osoczu, co dowodzi skutecznego wchtaniania zwigzkéw z uktadu
pokarmowego. Wszystkie wybrane czasteczki osiggnety wyisze stezenie maksymalne i
ekspozycje w osoczu niz zwigzek referencyjny MP-10 wykazujgc przewage w tym zakresie.
Rowniez dla wszystkich badanych zwigzkéw analiza farmakokinetyczna wykazata ich obecnos¢
w modzgu dowodzac przenikania bariery krew-mozg. Stezenia zwigzkéw osiggane w madzgu
przynajmniej 10-krotnie przekraczaty wyznaczone wartosci ICso za wyjatkiem zwigzku
CPL500020, ktérego stezenie przekraczato wartos¢ ICso jedynie pieciokrotnie. Te rdznice
znajdowaty rowniez swoje odzwierciedlenie w parametrze stosunku stezenia moézgu do
stezenia w osoczu B/P. Badanie zaleznosci stezen pomiedzy osoczem a mdzgiem dostarcza
informacji o dystrybucji zwigzku pomiedzy tymi kompartmentami, bedac jednym z
parametrow okres$lajacych penetracje osrodkowego uktadu nerwowego. Wiekszos¢ lekow
aktywnych w osrodkowym uktadzie nerwowym posiada wartos¢ B/P > 0,3 (Doran i in., 2005).
W przypadku niniejszego badania farmakokinetycznego wartos¢ B/P dla wszystkich zwigzkéow
wyniosta powyzej 0,45, poza CPL500020, dla ktdrego ta wartos¢ wyniosta 0,09. W zwigzku
z niskimi stezeniami w mdzgu w stosunku do wartosci ICso oraz niska wartoscig B/P badania
nad zwigzkiem CPL500020 nie byty kontynuowane.

W kolejnym kroku analizie podano efekt farmakodynamiczny podania doustnego

zwigzkéw wybranych na podstawie wczesniejszych doswiadczen. Jako marker odpowiedzi
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zostata wybrana podjednostka receptora AMPA — GluR1. Receptory AMPA tworzg tetrametry
lub pentamery zbudowane z 4 podjednostek GIuR1-4 (Hollmann i Heinemann, 1994).
Podwyzszone stezenie cAMP w komdrce aktywuje PKA, ktora fosforyluje podjednostke GIuR1
na serynie 845, co prowadzi do zmian funkcji receptora poprzez zwiekszenie
prawdopodobienstwa jego otwarcia oraz zwiekszenia liczby receptoréw w btonie w wyniku
transportu wewngatrzkomadrkowego (Banke i in., 2000; Mangiavacchi i Wolf, 2004). Te procesy
przektadajg sie na zwiekszenie amplitudy i dtugosci trwania sygnatéw w wyniku pobudzenia
sygnatem pochodzgcym z kory mdzgowej (Banke i in., 2000). Wzrost fosforylacji GIuR1
obserwuje sie po podaniu agonistow receptora D1 oraz antagonistéw receptora D2
(Hakansson i in., 2006). Badania z uzyciem inhibitoréow PDE10A wykazaty réwniez wzrost
fosforylacji GIUR1 w prazkowiu szczurzym — byt on obserwowany gtdwnie w Sciezce posredniej,
a podanie MP-10 skutkowato 6-krotnym wzrostem fosforylacji wzgledem kontroli (Threlfell i
in., 2009; Grauer i in., 2009). Powyzsze badania, w tym uwarunkowanie od aktywac;ji szlaku
zaleznego od cyklicznych nukleotydow jak i wzrost sygnatu po podaniu inhibitorow PDE10A,
potwierdzajg, ze ocena fosforylacji podjednostki GIuR1 w prazkowiu moze zostaé
wykorzystana jako marker odpowiedzi na aktywnos¢ innowacyjnych inhibitoréw PDE10A.

Wyniki przedstawione w obrebie tej pracy pozwolity na zréznicowanie podanych
zwigzkéow pod wzgledem efektow farmakodynamicznych. W wyniku podania MP-10
zaobserwowano kilkunastokrotny wzrost fosforylacji GIuR1 w prazkowiu szczurzym
w punktach czasowych 30 min i 1h po podaniu zwigzku (Rycina 8), co koreluje z punktami
czasowymi, dla ktérych osiggnieto najwyzsze stezenia inhibitora (Rycina 7), potwierdzajac
wyniki literaturowe (Grauer i in., 2009). Wszystkie badane substancje wykazaty profil
fosforylacji GIuR1 korelujacy ze stezeniem zwigzkdw w tkance mozgu. Jedynie dla zwigzku
CPL500032 nie zaobserwowano wzrostu sygnatu i w konsekwencji zrezygnowano z jego
dalszego rozwoju.

Dwie  wyselekcjonowane  czgsteczki, CPL500012 i CPL500036, bedgce
przedstawicielami dwdch chemotypdw, prezentowaty bardzo zblizony profil wtasciwosci
we wszystkich przebadanych aspektach (Tabela 17). Jedynie profil farmakokinetyczny
wskazywat na przewage CPL500012 w tym zakresie z prawie dwukrotnie wyzszg ekspozycjg
i wyzszym stezeniem maksymalnym zaréwno w osoczu jak i w mdzgu po podaniu
dozotagdkowym. Nie znalazto to jednak przetozenia na poziom fosforylacji GIluR1

w doswiadczeniu farmakodynamicznym. W zwigzku z tym decyzja o wyborze zwigzku
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wiodgcego zostata podjeta na podstawie badania behawioralnego opartego
na farmakologicznym modelu psychozy u szczuréw. W tescie hiperlokomocji indukowane;j
fencyklidyng na szczurach CPL500036 wykazywat dziatanie w dawce 10-krotnie nizszej niz
CPL500012. Te rezultaty wskazaty zwigzek CPL500036 jako czasteczke o najlepszych

wiasciwosciach tym samym z sukcesem konczac faze badan przesiewowych.

Tabela 17 Poréwnanie wlasciwosci dwadch zwigzkéw o najkorzystniejszym profilu: CPL500012 oraz CPL500036

ICso (PDE10A)
ICso (PDE1C) uM >10 >10
Clint pl/min/mg 36,79 34,87
AUC (osocze) ng*h/ml 5637 3382
B/P (Crmax) - 0,46 0,49
Fosforylacja GIuR1 - tak tak
sadania behawioramym | M€ |1 01

5.2 Badania nad charakterystyka zwigzku wiodgcego CPL500036

Wybor czasteczki wiodacej jest jedng z kluczowych decyzji w trakcie trwania procesu
rozwoju leku. Umozliwia to wykonanie znaczgco bardziej zaawansowanych, czasochtonnych
i kosztownych badan zwigzku wiodacego, ktére nie bytoby mozliwe do zastosowania na
szerokg skale w procesie selekcji zwigzkéw w czasie badan przesiewowych. Skupienie prac nad
jednym zwigzkiem chemicznym pozwala na wykonanie doswiadczen stuzgcych doktadnemu
okresleniu zarowno losow zwigzku w organizmie (badania farmakokinetyczne) jak i wptywu
zwigzku na organizm (badania farmakodynamiczne). Oba rodzaje doswiadczerh majg na celu
okreslenie zachowania czgsteczki po podaniu docelowg drogg jak i weryfikacje

terapeutycznego mechanizmu dziatania.

5.2.1 CPL500036 jest zwigzkiem biodostepnym, z dawkozalezng ekspozycjq
i skutecznie penetrujagcym bariere krew-mozg

Farmakokinetyczne wtasciwosci czasteczki determinujg efekt farmakodynamiczny

i ztego wzgledu dalsze badania nad CPL500036 rozpoczeto od doktadnej charakterystyki
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farmakokinetycznej. Potrzeba rozszerzenia badan farmakokinetycznych wynika to
z ograniczone] ilosci informacji dostarczonej przez badanie wykonane w trakcie fazy
przesiewowej. Po pierwsze, wyniki wczesniejszego badania nie pozwalajg na okreslenie
doktadnej biodostepnosci i parametrow farmakokinetycznych zwigzku, poniewaz podanie nie
uwzgledniato podania dozylnego. Po drugie, obejmowato ono podanie jedynie pojedynczej
dawki, nie pozwalajgc na wnioskowanie w zakresie dawkozaleznego wzrostu ekspozycji
zwigzku. Po trzecie, badanie byto wykonane jedynie w ograniczonym zakresie czasowym, nie
umozliwiajgc okreslenia petnego przebiegu zaleznosci stezen od czasu.

Bioragc pod uwage powyzsze czynniki, wykonano analize parametrow
farmakokinetycznych CPL500036 po podaniu dozylnym u szczuréw. Czas potowicznej
eliminacji zwigzku z organizmu (ti2), wynoszacy 1,68 h, jest wystarczajacy dla rozwoju
zwigzkow jako kandydatéw na lek — kandydaci powinni charakteryzowac sie czasem
potowicznej eliminacji powyzej jednej godziny (Kerns i Di, 2008). Rowniez wartos¢ klirensu
catkowitego Cliot znajduje sie powyzej pozgdanej wartosci 0,6 I/(h*kg) (Kerns i Di, 2008).
Objetos¢ dystrybucji wskazuje, jak dobrze dany zwigzek dystrybuowany jest w catym
organizmie, posrednio wskazujac na mozliwos¢ penetracji tkanek peryferyjnych. Uzyskana
warto$¢ dla CPL500036 wskazuje na wysokg penetracje tkanek organizmu oraz mozliwg
zdolnos¢ do niespecyficznego wigzania sie do ttuszczéw czy biatek. Ta ostatnia cecha jest
charakterystyczna dla zwigzkéw lipofilowych, jakim jest CPL500036 i moze prowadzi¢ do
przedtuzonej retencji zwigzku w organizmie (Kerns i Di, 2008). Jednak badania nie potwierdzity
tendencji do akumulacji i zwigzek byt eliminowany do 24h z organizmu w zakresie efektywnych
dawek. Uzyskane krzywe farmakokinetyczne po podaniu CPL500036 drogg dozotgdkowa
w czterech dawkach przyjety podobny przebieg, poza krzywa dla najnizszej podanej dawki
(Rycina 10). Odmienny przebieg wynika z duzej niepewnosci pomiarowe] przy niskich
stezeniach zwigzku, prowadzac do matej doktadnosci wynikdw w tym zakresie. Co wazne,
zarbwno wartosci ekspozycji jak i stezenia maksymalne rosng proporcjonalnie
w badanym zakresie dawek, co wskazuje na brak niestandardowych efektéw
farmakokinetycznych, ktére mogtyby wptywac na interpretacje badan farmakodynamicznych
czy tez dalszy rozwdéj leku. W poréwnaniu do badan przesiewowych widoczne jest przesuniecie
czasu osiggniecia stezenia maksymalnego tmax z dwdch na cztery godzin po podaniu. Biorgc
pod uwage, ze aktualne badanie zostato wykonano poprzez przyzyciowe pobieranie krwi oraz

zgodnosc kolejnych krzywych, nalezy uznaé¢, ze uzyskany wynik w czasie badan przesiewowych
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nie prezentowat rzeczywistego przebiegu krzywej. Uzyskane wartosci biodostepnosci
mieszczg sie w zakresie od 88 do 119%. W tej analizie nie uwzgledniam wartosci
biodostepnosci dla dawki 0,75 mg/kg, ze wzgledu duzg niepewnos¢ pomiarowaq dla niskich
stezen zwigzku. Wartosci powyzej 88% wskazujg na bardzo wysokg biodostepnos$é zwigzku w
podaniu dozotadkowym. Uzyskana naddostepnos¢, czyli wartos¢ biodostepnosci powyzej
100% moze wynikac z btedu pomiarowego i zbyt mato licznych grup badanych. Wskazywac¢ na
to moze relatywnie wysokie odchylenie standardowe dla kolejnych punktéow czasowych
sugerujgce duze réznice miedzyosobnicze. Nie mozna réwniez wykluczyé, ze role moze petnic
réznica w podanych dawkach miedzy podaniem dozylnym a doustnym, co skutkuje innym
zakresem stezen w organizmie prowadzgc do rdézinic w procesach metabolicznych (np.
wysycenie enzymdéw metabolizujacych) zachodzacych w organizmie dla réznigcych sie stezen
zwigzku. Weryfikacja proceséw zachodzacych dla réznych stezeh wymaga czasochtonnych
badan nad transporterami i enzymami metabolizujgcymi substancje w organizmie, co nie byto
celem niniejszej pracy, a podanie dozylne nie byto mozliwe w wyzszej dawce ze wzgledu
na ograniczong rozpuszczalno$¢ zwigzku. Niemniej CPL500036 prezentuje bardziej
preferencyjne wartosci biodostepnosci u szczuréw niz zwigzki referencyjne MP-10 oraz TAK-
063, ktore osiggaty wartosci odpowiednio 30% i 27,4% (Tohyama i in., 2018).

Doktadna charakterystyka farmakokinetyczna obejmowata réwniez powtdrzenie
doswiadczenia analizy stezen w mozgu szczurow, tym razem w rozszerzonym zakresie
czasowym do 24h po podaniu inhibitora. Przebieg krzywej zaleznosci stezenia CPL500036
w osoczu od czasu odpowiada przebiegowi krzywej w badaniu z pobraniem przyzyciowym.
Przebieg krzywej zaleznosci stezenia zwigzku w modzgu od czasu prezentuje przebieg
odpowiadajacy krzywej uzyskanej dla osocza. Ten wynik sugeruje, ze zwigzek moze pasywnie
dyfundowac przez bariere krew-modzg — reagujac na stezenie we krwi. Wartos¢ parametru B/P
ponizej 1 sugeruje, iz penetracja bariery krew-moézg moze nie by¢ jedynie oparta
na transporcie pasywnym, a role moze odgrywac transport aktywny i transportery efluksowe
w btonie oddzielajacej $wiatfo naczyn i tkanke mdzgu.

Parametry farmakokinetyczne CPL500036 zapewniajg odpowiednig biodostepnosc
i penetracje bariery krew-mdzg, umozliwiajac dalsze badania nad farmakodynamicznymi
efektami podania zwigzku. Ponadto uzyskane wyniki stanowig podstawe do dalszego rozwoju

czasteczki jako kandydata na lek w podaniu doustnym
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5.2.2 Podanie CPL500036 prowadzi do wzrostu stezenia cyklicznych nukleotydéw w
prazkowiu i aktywacji gendw wczesnej odpowiedzi.

PDE10A jest enzymem, ktéry w najwiekszym stopniu odpowiada za rozktad cAMP
w srednich neuronach kolczastych oraz bierze udziat w hydrolizie cGMP w prazkowiu
(Fujishige i in., 1999; Russwurm i in., 2015; Mota i in., 2021). Zahamowanie aktywnosci tego
enzymu in vivo powinno skutkowac¢ wzrostem stezenia cyklicznych nukleotydow w prazkowiu.
W istocie, podanie zaréwno MP-10 jak i TAK-063 prowadzi do wzrostu cyklicznych
nukleotydéw w tej strukturze modzgu szczuréw. TAK-063 zwiekszat stezenie cyklicznych
nukleotydéw w szczurzym prazkowiu w dawce od 1 mg/kg dla cAMP i w dawce od 0,3 mg/kg
dla cGMP jedng godzine po podaniu dozotgdkowym (Suzuki i in., 2015). Natomiast dla MP-10
istotny wzrost stezenia cAMP i cGMP u szczuréw obserwowano odpowiednio dla dawki 10
mg/kg i 30 mg/kg (w obu przypadkach 0,5h po podaniu dozotagdkowym zwigzku) (Suzuki i in.,
2016).

Dotychczas niedostepne sg dane literaturowe dotyczgce wptywu podania inhibitoréw
PDE10A na zaleznos¢ stezenia cyklicznych nukleotyddéw w zaleznosci czasu. Z tego wzgledu,
w pierwsze] kolejnosci przeprowadzano badanie wptywu inhibitorow PDE10A na stezenie
cyklicznych nukleotyddw w prazkowiu szczurzym w wybranych punktach czasowych miedzy
0,5h do 4h po podaniu CPL500036 i zwigzkdéw referencyjnych MP-10 i TAK-063. Wyniki
niniejszej pracy potwierdzajg istotny wzrost stezen obu nukleotyddéw 2h po podaniu inhibitora
CPL500036. Zaobserwowano réwniez wzrost cAMP dla MP-10 0,5h po podaniu, ale ten model
eksperymentalny nie wykazat zmian w stezeniach cAMP i ¢cGMP po podaniu TAK-063.
Dla punktu czasowego 2h po podaniu CPL500036, dla ktérego wykazano najwyzsze stezenie
cyklicznych nukleotyddéw, obserwowano dawkozalezny wzrost stezenia cGMP, natomiast ten
efekt nie byt obserwowany dla cAMP. Wyniki potwierdzajg, ze podanie systemowe CPL500036
powoduje wzrost stezenia cyklicznych nukleotyddéw, potwierdzajac bezposredni efekt
zahamowania aktywnosci PDE10A. Ponadto, pomiar stezen cAMP oraz cGMP zaréwno w korze
przedczotowej jak i hipokampie wykazat brak zmian stezenia tych nukleotydéw po podaniu
inhibitorow PDE10A, potwierdzajac specyficzno$¢ uzyskiwanego efektu inhibicji enzymu
ze wzgledu na ekspresje ograniczong do prazkowia (Seeger i in., 2003; Coskran i in., 2006).

W swietle danych przedstawionych w 1.4.2, ktére wskazujg, ze PDE10A jest gtdwnym
enzymem odpowiedzialnym za hydrolize cAMP, wyniki zaprezentowane dla pomiaru stezenia

cAMP w prazkowiu mogg budzi¢ watpliwosci skutecznej inhibicji enzymu. Rozwazajgc brak
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obserwowanego wzrostu poziomu cAMP w zaleznosci od podanej dawki CPL500036 czy brak
efektu dla TAK-063 w réznych punktach czasowych, nalezy mie¢ na wzgledzie kilka aspektow.
Oczekiwany wzrost stezenia cCAMP w szczurzym prazkowiu dla zastosowanych dawek to 39%
dla MP-10 i 23% dla TAK-063 odpowiednio 0,5 i 2h od podania (Suzuki i in., 2016).
W zaprezentowanych przeze mnie wynikach mozna odnalez¢ podobne wzrosty stezenia cAMP
po podaniu MP-10 jak i TAK-063, jednak jedynie dla MP-10 wyniki osiggajg poziom istotnosci
statystycznej. Ponadto doniesienia naukowe wskazujg, ze podanie inhibitorow PDE10A
skutkuje podobnym wzrostem stezenia obu nukleotydéw w skali bezwzglednej (Schmidt i in.,
2008; Malamas i in., 2011; Suzuki i in., 2015). Jednak ze wzgledu na okoto 10-krotnie wyzsze
stezenie podstawowe cAMP niz cGMP, wzrost cAMP w skali wzglednej jest umiarkowany,
przez co trudniejszy do zaobserwowania niz dla cGMP (Menniti i in., 2021). Trzecim
czynnikiem, majgcym zwigzek z pomiarami stezenia dla CPL500036, jest mozliwos¢ odchylen
w biodostepnosci zwigzku pomiedzy szczurami, ktéra byta obserwowana przede wszystkim po
podaniu CPL500036 w dawce 6 mg/kg w badaniu farmakokinetycznym. W potgczeniu z wyzej
wymienionymi trudnosciami, zmienno$¢ biodostepnosci moze by¢ kolejnym czynnikiem
utrudniajgcym obserwacje wzrostow stezenia cAMP w prazkowiu.

Zwiekszone stezenie cAMP lub cGMP aktywuje kaskade sygnatowg opartg na kinazach
biatkowych PKA i PKG, fosforylacji DARPP-32 oraz defosforylacji PP1 (Fernandez i in., 2006).
Dalsze reakcje (patrz 1.3.3) prowadzg do ufosforylowania histonu H3 oraz biatka CREB
(Hagiwara i in., 1992; Stipanovich i in., 2008). Zaréwno histon H3 jak i CREB petnig kluczowa
role w inicjacji transkrypcji gendéw, w tym gendw wczesnej odpowiedzi. W zwigzku
z powyzszym analizie podano cztery wybrane geny wczesnej odpowiedzi, ktore sg markerami
aktywnosci neuronalnej i plastycznosci — c-Fos, Npas4, Egr-1, Arc. Wykazano, ze geny te s3
aktywowane u szczurow przez podanie doustne MP-10 (Gentzel i in., 2015), natomiast
podanie TAK-063 zwieksza ekspresje c-Fos oraz Npas4 (Nakatani i in., 2018). Zmiany w
ekspresji c-Fos, Arc i Egr-1 obserwowane sg rowniez w przebiegu schizofrenii, natomiast
podanie lekdw antypsychotycznych powoduje wzrost ekspresji tych genéw (Gallo i in., 2018).
Geny te zostaty wybrane jako markery odpowiedzi w MSN ze wzgledu na stabilng i silng
odpowiedz na zastosowanie inhibitoréw PDE10A, jak wskazano powyzej.

Przed rozpoczeciem prac zwigzanych z analizg ekspresji gendéw technikg gRT-PCR
dokonano wyboru gendéw referencyjnych. Na dzien wykonywania doswiadczen nie byty

dostepne informacje o wyborze gendw ulegajacych stabilnej ekspresji w prazkowiu szczurzym.
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Zgodnie z rekomendacjami MIQE (Bustin i in., 2009) przeprowadzono doswiadczenie
analizujgce wptyw réznych czynnikdéw pobudzajacych prazkowie: haloperidol jako antagonista
receptora D2, SKF 38393 jako agonista receptora D1, CPL500036 jako inhibitor PDE10A.
Analiza wykazata, ze w przypadku badania aktywacji genéw w szczurzym prazkowiu jako geny
referencyjne zastosowac nalezy Mdh1 i B2m.

W ponizszej pracy wykazano, ze w wyniku podania doustnego CPL500036 oraz
inhibitorow referencyjnych dochodzi do silnej indukcji ekspresji wspomnianych gendw
wczesnej odpowiedzi 3h po podaniu zwigzkdw. Podobnie jak w przypadku cAMP oraz cGMP,
indukcja odpowiedzi nastepuje specyficznie w pragzkowiu i nie obserwuje sie zmian w korze
przedczotowe]j i hipokampie. Zwiekszona ekspresja tych gendéw jest jednym z elementow
prowadzacych do indukcji dtugotrwatych zmiany adaptacyjnych i neuroplastycznych (Girault,
2012).

Gen c-Fos koduje biatko c-Fos, ktére reguluje plastyczno$¢ neuronalng poprzez
tworzenie kompleksu aktywujgcego AP-1, bedace jednym z gtdwnych modulatoréow ekspres;ji
gendw w komodrce (Sheng i Greenberg, 1990; Kaczmarek, 1993). AP-1 stymuluje m.in.
aktywnos¢ gendéw kodujacych tkankowy inhibitor metaloproteaz 1 (TIMP-1, ang. tissue
inhibitor of metalloproteinases 1) oraz metaloproteazy macierzy zewngtrzkomoérkowej 9
(MMP-9, ang. matrix metaloprotease 9), ktére bezposrednio wptywajg na plastyczno$é synaps
pobudzajgcych (Kaczmarek, 2018). c-Fos jest jednym z najpowszechniej uzywanych markeréow
aktywacji neurondw i jego ekspresja potwierdza aktywacje srednich neurondéw kolczastych po
podaniu inhibitorow PDE10A. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze efekt wzrostu transkrypcji c-Fos w
niniejszej pracy obserwowany jest 3 godziny po podaniu zwigzkéw. Zostato wykazane, ze
indukcja transkrypcji c-Fos nastepuje juz 15 min po wystgpieniu czynnika stymulujgcego i
utrzymuje przez ok. 45 minut (Kaczmarek i Chaudhuri, 1997). Istniejg rowniez doniesienia,
gdzie wzrost ekspresji c-Fos obserwowany jest w mozgu 1-3h po podaniu czynnika
stymulujgcego (Xiu i in., 2014; Barros i in., 2015), rowniez dla MP-10 czy TAK-063 (Wilson i in.,
2015; Nakataniiin., 2017). Moze to wskazywac na utrzymujacy sie dtugotrwaty stan aktywacji
neurondw, wynikajgcych ze zwrotnych sygnatéw stymulujgcych w obrebie petli korowo-
prazkowo-wzgdrzowych (Xiu i in., 2014).

Arc nalezy réwniez do gendéw wczesnej odpowiedzi, jednak w odrdznieniu od c-Fos
i pozostatych koduje ekspresje biatka synaptycznego. Biatko ARC to zwieksza gestos¢ kolcow

synaptycznych oraz wptywa na ich wielkos¢ (Peebles i in., 2010). Ponadto, kontroluje
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endocytoze GluR1, redukujgc transport tej podjednostki receptora AMPA do wnetrza komérki,
co w potaczeniu ze zwiekszong fosforylacjg GIuR1 (patrz 4.1.5.2) moze prowadzi¢ do zmian
adaptacyjnych w wyniku podania inhibitoréw PDE10A (Fenyk-Melody i in., 2004).

Egr-1 koduje czynnik transkrypcyjny EGR-1 typu palec cynkowy i jego indukcja moze
zachodzi¢ w wyniku szeregu réznych czynnikow takich jak: stres, uszkodzenia,
neurotransmitery czy czynniki wzrostu. EGR-1 odpowiada za zmiany zwigzane z plastycznoscig
neuronalng czy wzrostem komoérek, wliczajac w to indukcje ekspresji biatka kluczowego dla
$rednich neurondéw kolczastych DARPP-32 (Knapska i Kaczmarek, 2004; Gallo i in., 2018).
Ponadto Gentzel i wsp. (2015) obserwowali, ze podanie MP-10 skutkuje indukcjg Egr-1 nie
tylko w prazkowiu, ale réwniez korze, jednak uzyskane wyniki w niniejszej pracy nie
potwierdzajg tej obserwacji. Ponadto postulowana zwiekszona odpowiedz Egr-1
w poréwnaniu do c-Fos, réwniez nie znalazta potwierdzenia.

Npas4 odgrywa kluczowag role w kontroli procesu synaptogenezy w Srednich
komodrkach kolczastych, przede wszystkim w neuronach $ciezki bezposredniej, regulujac
poziom transkrypcji wielu gendw, w tym podjednostek receptora NMDA. Dodatkowo, poziom
ekspresji Npas4 koreluje z poziomem pobudliwosci neurondw, swiadczac o regulacji proceséw
elektrofizjologicznych w neuronach (Lissek i in., 2021). Warto zauwazyé, ze Npas4 jest
indukowany przez naptyw jonéw wapnia i jest niezalezny od aktywacji PKA przez cykliczne
nukleotydy (Lissek i in., 2021). W zwigzku z powyzszym, mechanizm indukcji Npas4 przez
inhibitory PDE10A wynika najprawdopodobniej z innych form stymulacji srednich neuronéw
kolczastych, w zgodzie z hipoteza dtugotrwatego stanu aktywacji opisanego dla genu c-Fos.
Nalezy réwniez zwrdci¢ uwage, ze Sciezka sygnatowa zalezna od stezenia cyklicznych
nukleotyddw reguluje biatko NPAS4, ktdre jest fosforylowane przez kinazy MAPK aktywowane
przez PKA, prowadzac do zwiekszonej aktywnosci NPAS4 (Funahashiiin., 2019).

Podsumowujgc, specyficzny wzrost ekspresji gendw wczesnej odpowiedzi c-Fos, Arc,
Egr-1, Npas4 w strukturze prazkowia szczurow w wyniku podania CPL500036 potwierdza
oczekiwany mechanizm dziatania tej czasteczki. Majac na uwadze role opisanych gendéw
wczesnej odpowiedzi w kontroli ekspresji gendw, w tym DARPP-32 i podjednostek receptora
NMDA, w kontroli gestosci kolcow dendrytycznych i ich ksztattow czy wptywie na wtasciwosci
elektrofizjologiczne neurondw mozna stwierdzi¢, ze inhibitory PDE10A wptywajg na elementy
wolnej transmisji synaptycznej, bedacej czescig procesu adaptacyjnego komédrek — w tym

przypadku modulacji dziatania $ciezek sygnatowych (Greengard, 2001).
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5.3 Ograniczenie zastosowanych metod

Celem niniejszej pracy byta selekcja innowacyjnego inhibitora PDE10A oraz
scharakteryzowanie jego wtasciwosci farmakologicznych. W fazie badan przesiewowych
zostaty podjete dziatania majace na celu ocene wszystkich najwazniejszych wtasciwosci, ktére
muszg charakteryzowac sie kandydaci na lek tj.: patentowalnos¢, aktywnosé, selektywnosé,
stabilnos¢, rozpuszczalnosé, biodostepnosé, bezpieczernstwom. Jednak zakres doswiadczen
wykorzystanych w fazie przesiewowej niniejszego projekty byt ograniczony, co mogto
prowadzi¢ do podejmowania nieodpowiednich decyzji zwigzanych z selekcjg zwigzkow.
Ograniczania dla wymienionych wtasciwosci zostaty przedstawione ponizej.

Pierwszy element, patentowalnosé¢, zostat zaadresowany na etapie przygotowania
biblioteki zwigzkdéw, wykluczajac struktury nierokujagce w tym zakresie, nie prowadzac
do ograniczen. Pozostate aspekty zostaty przebadane za pomocg celowanych, pojedynczych
doswiadczen. Jednak wykonanie pojedynczych eksperymentéw z danego obszaru niesie
za sobg ryzyko nieprawidtowej oceny rzeczywistych wiasciwosci zwigzkow.

Badanie aktywnosci zostato wykonane w postaci oceny inhibicji zwigzkéw w tescie
enzymatycznym. Metoda pozwolita na funkcjonalne okreslenie zdolnosci do inhibicji PDE10A
pozwalajgc na uszeregowanie czasteczek wzgledem tego parametru, nie pozwalajac jednak
na ocene wfasciwosci kinetycznych zwigzkéw, co moze by¢ wazine w kontekscie efektow
terapeutycznych (Suzukiiin., 2016). Nalezy mie¢ rdwniez na uwadze, ze badanie obejmowato
jedynie jedng izoforme biatka PDE10A: PDE10Al. Mimo braku informacji o rdznicach
wiasciwosci katalitycznych pomiedzy izoformami, ten aspekt nie zostat uwzgledniony w
niniejszym projekcie. Aktywnos$¢ zwigzkdw nie byta rowniez weryfikowana w modelach
komédrkowych, ktore sg bardziej ztozonym modelem niz doswiadczenia z wykorzystaniem
rekombinowanego enzymu. Z tego wzgledu na wczesnym etapie nie zostaty poddane analizie
aspekty penetracji czgsteczek przez btony komodrkowe czy zdolnos¢ do hamowania PDE10A w
zywych komdrkach. Aktywnosc zostata przeanalizowana jednak w trakcie doswiadczen in vivo,
w czasie ktérych badano efekty farmakodynamiczne, potwierdzajgc uzyskane wczesniej wyniki
na modelu eksperymentalnym blizszym docelowemu. Analizie zostata poddana fosforylacja
GluR1, jednak na tym etapie nie zostaty uwzglednione pozostate biatka odpowiadajgce na
podwyzszone stezenie cyklicznych nukleotydéw. Dodatkowo nie wykonano takze pomiaru

stezenia cyklicznych nukleotyddw w prazkowiu w czasie tych badan przesiewowych. W efekcie
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doswiadczenie to nie potwierdzito jednoznacznie, ze fosforylacja GIuR1 wynika z selektywnego
oddziatywania inhibitorow PDE10A z innymi biatkami, co mogtoby skutkowa¢ aktywacja
innych sciezek sygnatowych prowadzacych do fosforylacji tego receptora. Nalezy jednak miec
na uwadze, ze analiza pozostatych mozliwych markeréw odpowiedzi na inhibicje PDE10A
(m.in. DARPP-32, CREB) nie byta mozliwa ze wzgledu na brak mozliwosci obserwacji zmian
w ich fosforylacji. Wynikato to z metody usmiercania zwierzat przez dekapitacje, w czego
efekcie czas potrzebny do izolowania struktur moézgu skutkowat zanikiem fosforylacji wielu
biatek uniemozliwiajgc takg analize (O’Callaghan i Sriram, 2004, obserwacje wtasne).

Rozpuszczalnos¢ byta wyznaczana na podstawie rozpuszczalnosci w DMSO w stezeniu
10 mM. Brak rozpuszczalnosci w tym rozpuszczalniku dyskwalifikowat zwigzki z dalszego
rozwoju przez brak mozliwosci wykonania doswiadczen. Nalezy mieé jednak zwrdci¢ uwage
na fakt, ze gtdbwnym rozpuszczalnikiem w ciele cztowieka jest sSrodowisko wodne o réznym pH.
Analiza parametrow rozpuszczalnosci w roztworach wodnych mogtaby dostarczy¢
dodatkowych informacji prowadzac do zaprzestania rozwoju nierokujgcych czasteczek.

Analiza selektywnosci w czasie badan przesiewowych zostata wykonana dla jednego
przedstawiciela rodziny fosfodiesteraz. Pozwolito to na zniwelowanie ryzyka nieselektywnych
oddziatywan, z drugiej strony nie wyklucza to interakcji z pozostatymi fosfodiesterazami,
co mogtoby prowadzi¢ do niepozgdanych efektow.

Badania dotyczgce stabilnosci metabolicznej zostaty wykonane na mikrosomach
pochodzgacych ze szczura. Na tej podstawie dokonano selekcji stabilnych zwigzkéw, jednak ten
uktad doswiadczalny pozwalat jedynie na okreslenie stabilnosci u szczuréw i tylko w obrebie
enzyméw tzw. | fazy, nie uwzgledniajagc pozostatych proceséw np. glukuronidacji
ksenobiotykdw. Ten etap byt posrednio czescia wykonanego podzniej doswiadczenia
farmakokinetycznego wykorzystujgc bardziej kompleksowy model eksperymentalny,
pozwalajgc zaadresowac aspekty metaboliczne w sposob bardziej catosciowy sposéb.

Selekcja wykonana na podstawie badan farmakokinetycznych zostata wykonana
jedynie na jednym gatunku — szczurze. Niesie to ryzyko, ze wiasciwosci farmakokinetyczne nie
zostaty prawidtowo oszacowane ze wzgledu na mozliwos¢ wystepowania zmiennosci
miedzygatunkowej, co moze prowadzi¢ nieoczekiwanych rezultatdw po podaniu zwigzku
ludziom.

Ostatni aspekt — toksycznos¢ — nie byta badana jako niezalezny parametr w czasie fazy

badan przesiewowych i w czasie fazy charakterystyki zwigzku wiodacego. Byta jednak
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traktowana jako parametr do obserwacji w czasie wykonywania wszystkich doswiadczen,
posrednio dostarczajgc informacji o wystepujgcym efekcie toksycznym. Nalezy zauwazyé,
ze efekty toksyczne nie wystepowaty w zakresie dawek, dla ktérych obserwowano aktywnosé
i efekty farmakodynamiczne CPL500036.

Innym ograniczeniem w obrebie pracy byto zastosowanie jednego gatunku do oceny
wiasciwosci. Szczur nalezy do najpowszechniej uzywanych gatunkéw wykorzystywanych
do modelowania objawow  schizofrenii za pomoca narzedzi farmakologicznych
czy genetycznych w celu prowadzenia badan nad czgsteczkami psychoaktywnymi (McGonigle,
2014). Mimo szerokich mozliwosci zastosowania tego gryzonia do badania efektow
terapeutycznych czgsteczek jako potencjalnych terapii réznych chordb, w tym schizofrenii,
szczur jako gatunek modelowy posiada szereg ograniczen. Pierwszg z nich jest brak
wystepowania schizofrenii iinnych schorzer zwigzanych z jgdrami podstawnymi (choroba
Parkinsona, choroba Huntingtona) — generalnie chordb psychiatrycznych i neurologicznych —
u szczura i innych gatunkéw gryzoni, ograniczajgc mozliwosci interpretacji i bezposredniej
translacji wynikow uzyskanych u szczura na cztowieka. Ponadto, budowa mdzgu, w tym
prazkowia, jest u gryzoni prostsza niz u cztowieka (Rycina 1). Prazkowie szczura jest
zréznicowane na Sciezki posrednie i bezposrednie z odpowiadajgcg im funkcjonalnoscia,
jednak juz jego budowa rdini sie znaczaco. U szczura czes¢ brzuszna prazkowia jest
proporcjonalnie wieksza niz u cztowieka. Struktury skorupy i jagdra ogoniastego nie sg
rozdzielone u gryzoni jak to ma miejsce u naczelnych. Nalezy réwniez mie¢ na uwadze, ze kora
mozgowa U gryzoni jest proporcjonalnie mniejsza a jej budowa jest mniej skomplikowana
(McCutcheon i in., 2019). Te rdinice w naturalny sposéb ograniczajg mozliwosé
bezposredniego przetozenia uzyskanych wynikdw w badaniach przedklinicznych na badania
kliniczne. PDE10A zardwno u szczura jak i cztowieka wykazuje bardzo duzo podobienstw
wliczajagc w to selektywng ekspresje w srednich neuronach kolczastych, powinowactwo
do substratéw czy tez wptyw na Sciezki zalezne od inhibicji tego enzymu (Fujishige i in., 1999;
Menniti i in., 2007; Megens i in., 2014). Mimo rdéznic w budowie prazkowia i modzgu,
podobienstwa dotyczgce PDE10A uzasadniaty wykorzystanie modelu szczurzego w badaniach
nad inhibicja PDE10A. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze szczur i cztowiek rdznig sie réwniez
ekspresjg pojedynczych izoform PDE10A. U cztowieka wystepuje PDE10A1, PDE10A2 oraz
PDE1019A, natomiast u szczura jest to PDE10A1 i PDE10A3 (Kotera i in., 2004; MacMullen i

in., 2016). Brak jest jednak doniesien o znaczacym wptywie tych réznic na ocene efektow
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zahamowania aktywnosci PDE10A. Ponadto w ocenie efektow farmakodynamicznych nalezy
podkresli¢, ze byta ona wykonywana dla wszystkich komodrek wchodzgcych w sktad prgzkowia,
nie tylko s$rednich neuronéw kolczastych, ale réwniez dla komédrek glejowych
czy interneuronéw. Mozliwe jest, ze obserwowane efekty mogg czesciowo pochodzi¢
od innych komodrek niz MSN, jednak selektywna ekspresja PDE10A i wybdér markerow
odpowiedzi, ktére sg obecne w Srednich neuronach kolczastych, w znacznym stopniu
ograniczajg ewentualne nieprawidtowe obserwacje i wnioski.

Podsumowujgc, nalezy pamietac, ze zastosowany model doswiadczalny jest modelem
uproszczonym. Umozliwia on jednak ocene efektéw zastosowania inhibitoréw PDE10A
w modelach przedklinicznych, co jest niezbedne przed rozpoczeciem badania wybranej
czasteczki u cztowieka. Szczur zostat wybrany ze wzgledu na szerokie zastosowanie tego
gryzonia do doswiadczen z modelach choréb zwigzanych z uktadem nerwowym, mozliwosci
przeprowadzenia  szerokiej gamy doswiadczern, w tym farmakokinetycznych
i farmakodynamicznych, oraz podobnej roli PDE1IOA w obu organizmach. Zastosowanie
szczurzego modelu pozwolito na przeprowadzenie badan inhibitoréw PDE10A w szerokim
zakresie, dzieki czemu byto mozliwe wykazanie zaleznosci efektéw farmakodynamicznych od

podania i ekspozycji zwigzkow.

5.4 Podsumowanie i perspektywy

Przeprowadzone badania pozwolity na odkrycie nowego, nieopisanego wczesniej
inhibitora PDE10A. W wyniku badan przesiewowych oraz charakterystyki zwigzku wiodgcego
wykazano, ze CPL500036 jest wysoce aktywng, selektywng, stabilng metabolicznie czgsteczks,
o dobrej biodostepnosci w podaniu doustnym i dobrej penetracji bariery krew-mézg. Jej
podanie skutkuje efektami farmakodynamicznym zgodnymi z oczekiwaniami wysokiego
stezenia cAMP lub cGMP w prazkowiu. Badania w niniejszej pracy, wraz z wykonanymi
dodatkowymi doswiadczeniami nieujetymi w niniejszym projekcie doprowadzity
do zakonczenia fazy badan przedklinicznych z sukcesem i umozliwity start badan klinicznych
wybranego kandydata na lek. W zwigzku z rolg PDE10A w regulacji Sciezek sygnatowych
w prazkowiu, pierwotnie wskazanie schizofrenii nie wyczerpuje mozliwosci potencjalnych
terapii z zastosowaniem tego inhibitora. Poza mozliwoscig terapii schizofrenii, inhibicja
PDE10A stanowi potencjalng terapie w innych schorzeniach. Na podstawie doniesien

przedklinicznych szczegdlng uwage przypisuje sie zastosowaniu inhibitoréow PDE10A

92



DYSKUSJA

w leczeniu dyskinez wywotanych L-DOPA (ang. L-3,4-dihydroxyphenylalanine) w przebiegu
choroby Parkinsona, udarze prazkowia czy autyzmie (Mennitiiin., 2007; Jankowska i in., 2018;
Baillie i in., 2019). Aktualnie czgsteczka CPL500036 podlega badaniom klinicznym Il fazy jako
terapia w przebiegu schizofrenii oraz jako przeciwdziatanie dyskinezom wywotanych L-DOPA

w przebiegu choroby Parkinsona.
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WNIOSKI

6 WNIOSKI
Wyniki niniejszej pracy wykazuja, ze:

— Zastosowanie badan przesiewowych biblioteki zwigzkéw pozwolito na
zidentyfikowanie nowych, nieznanych wczesniej czasteczek selektywnie hamujacych
aktywnos¢ PDE10A.

— Na podstawie powyzszych badan czasteczka CPL500036 zostata wybrana jako zwigzek
wiodacy —innowacyjny kandydat na lek.

— CPL500036 posiada dobre wtasciwosci farmakokinetyczne u szczura: wchtaniany jest z
uktadu pokarmowego po podaniu dozotadkowym, wykazuje dawkozaleznosé,
skutecznie penetruje bariere krew-mézg.

— Podanie dozofadkowe CPL500036 wywotuje efekty farmakodynamiczne w prazkowiu
szczurzym, charakterystyczne dla inhibicji PDE10A. Podanie CPL500036 in vivo
powoduje ograniczone do prazkowia:

o wzrost stezenia cyklicznych nukleotydow cAMP i cGMP,
o fosforylacje podjednostki GIuR1 receptora AMPA,

o indukcje transkrypcji gendw wczesnej odpowiedzi Arc, c-Fos, Npas4, Egr-1.
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11 ZAtACZNIK

Tabela Z1 Biblioteka zwigzkow przekazana do badarn przesiewowych. MW — masa molowa, clogP — obliczony
wspotczynnik podziatu, clogD — obliczony wspotczynnik podziatu przy pH 7,4, TPSA — pole powierzchni polarnej,
HBD — donory wigzan wodorowych, bpKq — stopien dysocjacji dla zasady

\EYAWE]
Struktura MW clogP clogh | TPSA @ HBD bpK,

zwigzku

CPL500007 /H\”Cb jOf 340,14 4,48 4,48 71,76 1 4,85
( ) N
|-1‘/I\"‘

il Q: i::
CPL500008 Qg@ 341,13 | 4,64 4,64 | 69,11 0 0,24

I
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QIO <

]

]
CPL500012 >Q<Q ] 340,14 | 4,14 | 4,14 | 71,76 1 4,71
8]
OO

CPL500013 @b 341,14 | 3,63 3,63 | 84,65 1 1,99

0 @)

CPL500014 %H 341,14 3,25 3,25 84,65 1 4,89
N iy
@

)

CPL500015 Q?C\)” 34114 | 477 | 4,77 | 7327 | 0O 1,51
M 0]
-0
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CPL500017 343,13 | 3,54 | 3,54 | 99,05 0,14
I
O
CPL500020 (O " 341,14 | 3,61 | 3,61 | 73,27 2,41
Xl
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M Y e
Qe
||7/©
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CPL500030 L 341,14 | 329 | 3,29 | 84,65 1,99
OO
A 5 )
CPL500032 A . 347,10 | 3,12 | 3,11 | 84,65 3,15
-0~
CPL500034 \K%\@>_©@/O 355,16 | 3,87 | 3,87 | 73,74 1,88
N ™
I
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